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โรคตน้และรากเน่าของมนัส าปะหลงัเป็นโรคท่ีก่อให้เกิดความเสียหายรุนแรงในประเทศ
ไทย งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาหาสาเหตุของโรคดงักล่าว โดยเก็บตวัอยา่งมนัส าปะหลงัท่ี
แสดงอาการหลากหลายลกัษณะจากแหล่งปลูกใน 6 อ าเภอ ของ 3 จงัหวดั จ านวน 139 ตวัอย่าง 
น ามาแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือรา 3 ชนิด คือ WA, HPDA และ PDA+BRANP จากนั้นน าเช้ือท่ีแยก
ได้มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบเช้ือรา 5 สกุล คือ Lasiodiplodia spp. พบมากท่ีสุด 54 
เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Fusarium spp., Neoscytalidium sp., Phytophthora spp., Sclerotium sp. 
และเช้ือราชนิดอ่ืน จ านวน 29, 7, 4, 1 และ 5 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั ท าการศึกษารายละเอียดเฉพาะ
เช้ือราในวงศ์ Botryosphaeriaceae คือ เช้ือรา Lasiodiplodia spp. และ Neoscytalidium sp. เน่ืองจาก
เป็นเช้ือราท่ีพบมากท่ีสุด ผลการศึกษาพบวา่ หวัมนัส าปะหลงัท่ีถูกเขา้ท าลายจากเช้ือราทั้งสองสกุล
มีลกัษณะอาการแผลสีด าร่วมกบัอาการ เน่าเปียก เน่าเละ และเน่าแห้ง ในบริเวณโคนตน้ และท่อน
พนัธ์ุพบเม็ด pycnidia สีด า และท่อล าเลียงเปล่ียนเป็นสีด าในทุกส่วนของมนัส าปะหลงั จากนั้น  
แยกเช้ือจากสปอร์เด่ียวน ามาทดสอบความสามารถในการก่อโรค พบว่า เช้ือราทั้ง 33 ไอโซเลต 
สามารถก่อโรคไดท้ั้งกบัหัวและท่อนพนัธ์ุมนัส าปะหลงัพนัธ์ุ CMR 89 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุอ่อนแอทั้งใน
สภาพห้องปฏิบติัการและโรงเรือน โดยไอโซเลต L11HSR2 ก่อให้เกิดโรครุนแรงท่ีสุด จึงน าไอโซ-
เลตน้ีไปทดสอบในสภาพแปลงปลูก ประกอบดว้ย 2 ปัจจยั คือ วิธีการปลูก 2 วธีิร่วมกบัวิธีการปลูก
เช้ือ 3 วิธี ผลการศึกษาเม่ือมนัส าปะหลงัมีอายุ 8 เดือนหลงัปลูก ในสภาพท่ีมีเช้ือผสมอยู่การปลูก
แนวนอนให้ผลผลิตน ้ าหนกัหวัสดเฉล่ียสูงสุด 4.03±0.71 กิโลกรัมต่อตน้ ขณะท่ีในสภาพท่ีไม่มีเช้ือ
สาเหตุโรค (กรรมวิธีควบคุม) พบวา่การปลูกแนวตั้งใหผ้ลผลิตน ้ าหนกัหวัสดเฉล่ียสูงสุด 6.80±0.35 
กิโลกรัมต่อตน้ โดยการปลูกแบบแนวตั้งร่วมกบัการผสมเช้ือสาเหตุโรคลงในดิน อตัราส่วนโดย
ปริมาตร 1:100 ให้ผลผลิตต ่าสุด 2.63±0.21 กิโลกรัมต่อตน้ การศึกษาลกัษณะทางชีวโมเลกุลและ
การวิเคราะห์สายสัมพนัธ์วิวฒันาการ โดยน าตวัแทนของเช้ือจ านวน 8 ไอโซเลต ประกอบด้วย 
L6HRD, L11HSR2, L12SHRD, L13SRTF, L18KBSH, L20FHTB1, L27SRBT และN3DTD2 มา
เพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ใช้ universal primers 3 บริเวณ คือ ไพร์เมอร์ ITS1/ 
ITS4, ไพร์เมอร์ Ef1-688F/Ef1-1251R และไพร์เมอร์ Bt2a/Bt2b แล้วเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ท่ีไดก้บัล าดบันิวคลีโอไทด์ของเช้ือในฐานขอ้มูล Genbank พบวา่ บริเวณ EF1-α สามารถแยก
ความแตกต่างไดช้ดัเจนท่ีสุด จากนั้นน าขอ้มูลมาจดัเรียงแนวความสัมพนัธ์ และวิเคราะห์แผนภูมิ
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วิวฒันาการ ดว้ยวิธี NJ, UPGMA และ ML พบว่าสามารถจดักลุ่มเหมือนกนัทั้ง 3 วิธี ผลการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลทั้ ง 3 บริเวณร่วมกัน สามารถจ าแนกเช้ือรา คือ L. 
theobromae, L. euphorbicola และ N. hyalinum การรายงาน L. euphorbicola และ N. hyalinum เขา้
ท าลายมนัส าปะหลงัในประเทศไทยคร้ังน้ี นบัเป็นรายงานคร้ังแรก เพิ่มเติมจากเช้ือ L. theobromae 
ซ่ึงเคยมีรายงานไวแ้ลว้ 
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Lasiodiplodia spp./STEM AND ROOT BLACK ROT/CASSAVA 
 
 Cassava stem and root rot is one of the most serious diseases of cassava in 
Thailand. The objective of this study was to identify the causal agent of this disease. 
The study was carried out by collecting a total of 139 diseased cassava samples with 
various stem and root rot symptoms from cassava planting areas covering those in 6 
districts of 3 provinces in Thailand. The causal fungi were subsequently isolated    
from the diseased samples using 3 different media, including WA, HPDA and 
PDA+BRANP. The 139 samples obtained could be classified into 5 genera according 
to the colony and spore morphology using a standard morphological study protocol. 
Lasiodiplodia spp. was the most frequently found fungus, constituting approximately 
54 % of the total, followed by Fusarium spp., Neoscytalidium sp., Phytophthora spp., 
Sclerotium sp. and other fungal genera which were found at 29, 7, 4, 1 and 5%, 
respectively. Because of their high frequency, the 33 isolates in the family of 
Botryosphaeriaceae, Lasiodiplodia spp. and Neoscytalidium sp. were subsequently 
studied for more details. Results of the study indicated that both genera could cause 
black necrosis to the cassava tubers. The necrosis was often accompanied by wet, soft 
or dry rot symptoms, and black pycnidia were found on the stalk and propagative 
stakes. The fungi could infect all parts of the cassava plant and cause discoloration in 
the vascular tissue. The pathogenicity test of all 33 single-spore isolates showed that 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ง 
they could cause stem and root black rot symptoms on the inoculated susceptible 
cassava cv. CMR 89 under both moist chamber and green house conditions, but the 
disease severities were different depending on the fungal isolates. Among them, the 
isolate L11HSR2 was the most virulent. This isolate was further tested under a field 
condition consisting of two factors, i.e. two planting methods and three pathogen 
inoculation techniques. At 8 months after planting under the inoculated soil condition, 
cassava with the stakes planted horizontally gave a higher average yield of 4.03±0.71 
kg/plant while those planted vertically gave only 2.63±0.21 kg/plant. However in the 
uninoculated soil (control), planting the stakes vertically gave the highest yield of 
6.03±0.87 kg/plant. By using 3 primers including ITS1/ITS4, Ef1-688F/Ef1-1251R 
and Bt2a/Bt2b primers to amplify the DNAs from 8 representative isolates including: 
L6HRD, L11HSR2, L12SHRD, L13SRTF, L18KBSH, L20FHTB1, L27SRBT and 
N3DTD2, only the primer of the EF1-α region was effective in differentiating the 
isolates at species level and had an agreeable result with that identified by the standard 
morphological technique. When the 8 isolates was compared against GenBank’s 
database using the Mega BLAST program, and the alignment data using the NJ, 
UPGMA and ML methods, could be identified as L. theobromae, L. euphorbicola  and 
N. hyalinum. The finding that N. hyalinum and L. euphorbicola could infect cassava in 
this study can be claimed as the first report in Thailand.  
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บททีÉ 1 
บทนํา 
 
1.1  ทีÉมาและความสําคญัของปัญหา 
มันสําปะหลัง  (Manihot esculenta Crantz) มีชืÉอสามัญอืÉนเรียกชืÉอตามท้องถิÉน ได้แก่ 
cassava, yuca, mandioa, manioc, tapioca อดีตในประเทศไทยเรียกว่า มนัไม ้มนัสาํโรง ทางภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือเรียกว่ามนัตน้เตีÊย ภาคใตเ้รียกมนัเทศ (เรียกมนัเทศว่ามนัฑลา) ปัจจุบนัเรียกว่า 
มนัสาํปะหลงั (กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน, 2547; ยุกติ สาริกะภูติ, 2526; Stephen and O'Hair, 1998) 
จดัเป็นพืชทีÉมีความสาํคญัทางเศรษฐกิจทีÉทนต่อสภาพแลง้ไดดี้ เป็นพืชพลงังานทีÉสาํคญัในการผลิต
เอทานอลซึÉงเป็นส่วนผสมสําคญัในการผลิตนํÊ ามนัสาํหรับรถยนต์ นอกจากนีÊ ยงัเป็นพืชอาหารทีÉ
สาํคญัของประชากรในหลายประเทศ (จรุงสิทธิÍ  ลิÉมศิลา และอจัฉรา ลิÉมศิลา, 2537; จาํลอง เนียม-
จาํนรรจา, 2547; สาํนกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2558; Allem et al., 2002; Alves, 2002; Henry and 
Hershey, 2002; Hillocks, 2002) ปลูกมากใน 3 ทวีป คือ แอฟริกา เอเชีย และอเมริกาใต ้โดยใน
แอฟริกาและอเมริกาใตใ้ชม้นัสาํปะหลงัเป็นอาหารทัÊงของมนุษยแ์ละสตัว ์ส่วนในทวีปเอเชียใชเ้ป็น
วตัถุดิบในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อาหารและเครืÉองดืÉม บรรจุภณัฑ ์อาหารสตัว ์สิÉงทอ กระดาษ ไมอ้ดั 
การแพทย ์พลงังาน เป็นตน้ (เจริญศกัดิÍ  โรจนฤทธิÍ พิเชษฐ์, 2532; ชาญ ถิรพร, 2537; ญภิกา เริงจารุ-
พนัธ์, 2557; พวงเพชร นรินทราพร, 2537; ศานิต สวสัดิกาญจน์, 2557; สาํนักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2558) ในปี พ.ศ. 2558 ประเทศไทยมีพืÊนทีÉเพาะปลูกมนัสาํปะหลงัทัÊ งสิÊนประมาณ 8.96 
ลา้นไร่ ผลผลิต 32.36 ลา้นตนั ผลผลิตต่อไร่ 3.56 ตนั (สาํนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2558; FAO, 
2015) มีส่วนแบ่งทางการตลาดร้อยละ 76 รองลงมา คือ เวียดนาม และกมัพูชา ตามลาํดบั ในปี 2558 
สามารถส่งออกผลิตภณัฑม์นัสาํปะหลงั 11.19 ลา้นตนั มูลค่า 111,716 ลา้นบาท ในรูปแบบของมนั
เส้น มนัอดัเม็ด และแป้งมนัสําปะหลงั โดยมนัอดัเม็ดและมนัเส้นส่งออกไปทีÉประเทศในกลุ่ม
ประชาคมยโุรป ไดแ้ก่ เนเธอร์แลนด ์สเปน เยอรมนั โปรตุเกส กลุ่มเอเชีย ไดแ้ก่ จีน เกาหลีใตแ้ละ
ญีÉปุ่น สําหรับแป้งมนัสําปะหลงัส่งออกไปทีÉประเทศญีÉปุ่น รองลงมาคือฮ่องกง สหรัฐอเมริกา 
มาเลเซีย สิงคโปร์ และไตห้วนั ส่วนการใชม้นัสาํปะหลงัในประเทศใชท้าํมนัเสน้และมนัอดัเม็ดร้อย
ละ 45-50 ใชแ้ปรรูปเป็นแป้งร้อยละ 50-55 (จกัรพงษ์ ชาตะรักษ์, 2554; สาํนักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2558) ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีพืÊนทีÉเพาะปลูกมากทีÉสุด รองลงมาคือ ภาคกลางและ
ภาคเหนือ ในปี 2558 จงัหวดันครราชสีมา มีพืÊนทีÉเก็บเกีÉยวทัÊงสิÊน 1,549,206 ไร่ และเก็บเกีÉยวผลผลิต 
5,922,085 ตัน (สํานักงานเศรษฐกิจเกษตร, 2558) ในช่วงระยะเวลา 20 ปีทีÉผ่านมาการผลิต
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มนัสาํปะหลงัในประเทศไทยเปลีÉยนแปลงไปจากเป็นการปลูกเพืÉอเป็นพืชอาหารสัตวไ์ปเป็นปลูก
เพืÉออุตสาหกรรม ในปัจจุบนัมีการใชม้นัสาํปะหลงัเป็นแหล่งวตัถุดิบในการผลิตแป้งมนัสาํปะหลงั 
เอทานอล และไบโอพลาสติก (ศานิต สวสัดิกาญจน์, 2557) ทาํให้การปลูกมนัสาํปะหลงัมีความ
ตอ้งการทางการตลาดเพิÉมสูงขึÊน จึงเป็นเหตุใหมี้การปลูกติดต่อกนัตลอดทัÊงปี ส่งผลให้มีการสะสม
และแพร่ระบาดของเชืÊอสาเหตุโรคเพิÉมขึÊนทุกปี ซึÉงโรคมนัสาํปะหลงัทีÉสาํคญัในประเทศไทย ไดแ้ก่ 
1)โรคใบไหม ้(bacterial blight) ความเสียหาย 30-90 เปอร์เซ็นต ์2) โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 
ความเสียหาย 40-80 เปอร์เซ็นต์ 3) โรคใบจุดสีนํÊ าตาล (brown leaf spot) ความเสียหาย 14-20 
เปอร์เซ็นต ์4) โรคใบจุดไหม ้(blight leaf spot) ความเสียหาย 12-30 เปอร์เซ็นต์ 5) โรคตน้และราก
เน่า (stem and root rot disease) ความเสียหาย 10-100 เปอร์เซ็นต์ (เพ็ญรัตน์ เทียมเพ็ง, ม.ป.ป.; รังษี 
เจริญสถาพร และอมรรัชฏ ์คิดใจเดียว, 2553; Charaensatapon et al., 2014) 
ปัจจุบนัโรคทีÉสร้างความเสียหายใหแ้ก่ผลผลิตของเกษตรกรมนัสาํปะหลงัโดยตรง คือ โรค
ตน้และรากเน่า (stem and root rot) ทาํให้มนัสาํปะหลงัมีผลผลิตลดลง เพราะเกิดกบัท่อนพนัธุ์ซึÉง
เป็นส่วนขยายพนัธุแ์ละทีÉรากซึÉงเป็นส่วนของผลผลิตโดยตรง ในปี พ.ศ. 2554 ประเทศไทยมีรายงาน
ความเสียหายทีÉเกิดจากโรคดงักล่าวมากถึง 100 เปอร์เซ็นต์ พบว่าลกัษณะอาการต้นและรากเน่า
ขึÊนอยูก่บัเชืÊอสาเหตุทีÉเขา้ทาํลาย ซึÉงในต่างประเทศแบ่งลกัษณะอาการของโรคทีÉสาํคญัออกเป็น ř) 
โรคตน้เน่า (stem rot) เกิดจาก เชืÊอรา Glomerella cingulate และ Lasiodiplodia theobromae ซึÉงเกิด
กบัส่วนของท่อนพนัธุแ์ละลาํตน้ 2) โรครากเน่า (root rot) มี 4 ลกัษณะอาการดงันีÊ  2.1) โรคเน่าเละ 
(soft rot) เกิดจากแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. carotovora และเกิดจากเชืÊอรา Phytophthora 
sp., Pythium sp. และ Fusarium sp. พบในระยะกลา้และระยะลงหัวแลว้ มีอาการหัวเน่าเละมีกลิÉน
เหมน็ ตน้เหีÉยว ใบร่วง แหล่งทีÉเกิดโรคระบาดคือ ทวีปแอฟริกา ทวีปอเมริกาใต ้และทวีปเอเชีย 2.2) 
โรครากเน่าแห้ง (dry rot) เกิดจากเชืÊอรา Rigidoporus sp., Armillariella sp., Rosella sp. และ 
Fusarium sp. พบในระยะลงหัวแลว้ รากและหัวมีอาการเน่าแห้ง ฝ่อ มีกลิÉนเหม็นคลา้ยไมเ้น่า พบ
เสน้ใยเชืÊอราสีขาวคลา้ยเส้นดา้ยและเห็ดเจริญปกคลุมบริเวณโคนตน้ ตน้เหีÉยวเหลือง แหล่งทีÉเกิด
โรคระบาดคือ ทวีปแอฟริกา ทวีปอเมริกาใต ้และทวีปเอเชีย 2.3) โรคเน่าคอดิน (damping-off or 
root rot) เกิดจากเชืÊอรา Sclerotium sp. และ Rhizoctonia sp. พบในทุกระยะตัÊ งแต่ท่อนพนัธุ์ ตน้กลา้ 
ราก และ หวั ตน้จะเหีÉยวเฉาตายและมีราเม็ดผกักาด (sclerotia) พร้อมกบัเส้นใยสีขาวปกคลุมส่วน
ของโคนตน้ทีÉติดอยูก่บัผวิดิน รากละหวัเน่า ไม่มีกลิÉนเหมน็ แหล่งทีÉเกิดโรคระบาดคือ ทวีปแอฟริกา 
และ ทวีปอเมริกาใต ้2.4) โรคเน่าดาํ (black rot) เกิดจากเชืÊอรา Lasiodiplodia spp., Neoscytalidium 
sp. และ Macrophomina sp. พบในทุกระยะ มีลกัษณะท่อนพนัธุ์ ตน้ ราก และหัวเน่าสีดาํหรือสี
นํÊ าตาลเขม้ ไม่มีกลิÉนเหมน็ แหล่งทีÉเกิดโรคระบาดคือ ทวีปแอฟริกา และทวีปอเมริกาใต ้ในประเทศ
ไทยรายงานว่าโรคโคนเน่า หัวเน่า เกิดจากเชืÊอรา Phytophthora sp. ต่อมามีรายงานเพิÉมเติมว่าเกิด
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จากเชืÊอรา Rigidoporus (Fomes) lignosus และ S. rolfsii (รังษี เจริญสถาพร และอมรรัชฏ ์คิดใจเดียว, 
2553) ในปี พ.ศ. 2555 ณัฐธิญา เบือนสนัเทียะ และดุสิต อธินุวฒัน์ รายงานว่าโรคลาํตน้เน่าเกิดจาก
เชืÊอรา L. theobromae และในปี พ.ศ. 2557 กรมวิชาการเกษตร รายงานพบการระบาดรุนแรงของโรค
หวัเน่าของมนัสาํปะหลงัเกิดจากเชืÊอรา P. meadii ในพืÊนทีÉ อ. เสิงสาง อ. ครบุรี จ.นครราชสีมา และ 
อ. นํÊ ายนื จ. อุบลราชธานี มากกว่า 10,000 ไร่ สร้างความเสียหายต่อผลผลิตถึง 80 เปอร์เซ็นต์ (ชาติ-
ชาย ศิริพฒัน์, 2557) ต่อมารังษี เจริญสถาพร และคณะ (2557) รายงานว่าโรครากและหัวเน่าใน
ประเทศไทยเกิดจากเชืÊอรา P. melonis  สร้างความเสียหายต่อผลผลิตถึง 80-100 เปอร์เซ็นต์ ในพืÊน
ทีÉดินเหนียว ดินร่วนปนทราย และในสภาพดินทีÉมีนํÊ าขงั (Charaensatapon et al., 2014) 
เนืÉองจากโรคดงักล่าวเป็นโรคทีÉมีความสาํคญัต่อผลผลิตมนัสาํปะหลงัซึÉงจะมีผลกระทบต่อ
อุตสาหกรรมต่าง ๆ ทีÉใชม้นัสาํปะหลงัเป็นวตัถุดิบ ปัจจุบนัยงัไม่มีการศึกษาถึงสาเหตุทีÉแทจ้ริงของ
โรคตน้และรากเน่าดาํของมนัสาํปะหลงัอยา่งชดัเจน จึงมีความจาํเป็นอยา่งยิ ÉงทีÉจะตอ้งทาํการระบุเชืÊอ
สาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํของมนัสาํปะหลงัทีÉแทจ้ริงในพืÊนทีÉจังหวดันครราชสีมาและจงัหวดั
ใกลเ้คียง โดยใชเ้ทคนิคดัÊงเดิมร่วมกบัเทคนิคทางชีวโมเลกุลในการศึกษาเชืÊอสาเหตุโรค เพืÉอใชเ้ป็น
ขอ้มลูในการป้องกนักาํจดัโรคดงักล่าวอยา่งถกูตอ้งและมีประสิทธิภาพในอนาคต 
 
1.2 วตัถุประสงค์ 
เพืÉอระบุเชืÊ อราสาเหตุโรคต้นและรากเน่าดําของมันสําปะหลังในพืÊนทีÉปลูกจังหวัด
นครราชสีมาและจงัหวดัใกลเ้คียง 
 
1.3  สมมตฐิาน 
 โรคต้นและรากเน่าดาํของมันสําปะหลงัในประเทศไทยมีเชืÊ อก่อโรคมากกว่า 1 ชนิด 
นอกเหนือไปจากทีÉเคยมีรายงานไวเ้นืÉองจากมีลกัษณะอาการทีÉหลากหลาย 
 
ř.Ŝ  ขอบเขตการศึกษา 
 การวิจยัครัÊ งนีÊ มุ่งเนน้ศึกษาถึงเชืÊอสาเหตุ ลกัษณะอาการ การแพร่ระบาดของโรคตน้และราก
เน่าดาํของมนัสาํปะหลงัในพืÊนทีÉปลูกจงัหวดันครราชสีมาและจงัหวดัใกลเ้คียง โดยการตรวจดว้ย
กลอ้งจุลทรรศน ์เพืÉอตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และใชเ้ทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่ polymerase 
chain reaction (PCR) เพืÉอตรวจสอบลกัษณะทางชีวโมเลกุล รวมทัÊ งศึกษาความสัมพนัธ์ของเชืÊอรา 
ดงักล่าวโดยการสร้างแผนภูมิวิวฒันาการ (phylogenetic trees) เพืÉอการระบุชนิดทีÉถูกตอ้ง รวมทัÊ ง
เปรียบเทียบผลของวิธีการปลกูเชืÊอและวิธีการปลกูมนัสาํปะหลงัต่อความรุนแรงของโรคตน้และราก
เน่าดาํมนัสาํปะหลงั 
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ř.ŝ  ประโยชน์ทีÉคาดว่าจะได้รับ 
1.5.1 ทราบชนิดเชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํของมนัสาํปะหลงัได ้เพืÉอใชเ้ป็นแนว
ทางการป้องกนัควบคุมโรคก่อนทีÉจะแพร่ระบาดเป็นวงกวา้งและสร้างความเสียหายต่อผลผลิตของ
มนัสาํปะหลงัได ้ 
1.5.2 สามารถนําความรู้ทีÉไดม้าใชเ้ป็นขอ้มูลพืÊนฐานทีÉจะใชใ้นการจดัการ ควบคุม และ
ป้องกนัการ แพร่ระบาดของโรคตน้และรากเน่าดาํของมนัสาํปะหลงัในจงัหวดันครราชสีมาและ
จงัหวดัใกลเ้คียงได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 บททีÉ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวิจัยทีÉเกีÉยวข้อง 
 
2.1 ความสําคญัและปัญหาของการปลูกมันสําปะหลัง 
 มนัสาํปะหลงั (Manihot esculenta Crantz) เป็นพืชทีÉมีถิÉนกาํเนิดเดิมในทวีปอเมริกา ถิÉน
กาํเนิดของมนัสาํปะหลงัมีอยู่ 2 แห่งเมืÉอจาํแนกตามชนิดของมนัสาํปะหลงั คือ พนัธุ์ป่าและพนัธุ์
ปลกู สาํหรับมนัพนัธุป่์า (wild species) มีถิÉนกาํเนิดบริเวณตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศบราซิล 
ส่วนมนัพนัธุป์ลกู (domesticated species) มีถิÉนกาํเนิดในประเทศแมกซิโกและประเทศแถบอเมริกา
กลาง (ศานิต สวสัดิกาญจน,์ 2557; Veltkamp and de Bruijin, 1996) มนัสาํปะหลงัเป็นพืชเศรษฐกิจ
ทีÉมีความสาํคญัเป็นอนัดบั 5 ของโลกรองจากขา้วสาลี ขา้วโพด ขา้ว และ มนัฝรัÉง (เจริญศกัดิÍ  โรจน-
ฤทธิÍ พิเชษฐ์, 2550) ในประเทศไทยมนัสาํปะหลงัเป็นพืชเศรษฐกิจทีÉมีความสาํคญัอนัดบัทีÉ 3 ของ
ประเทศรองจากขา้วและยางพารา (ไพบูลย ์ฟูวฒันศิลป์, 2551) ในปี 2558 ประเทศไทยมีพืÊนทีÉปลูก
ทัÊ งหมดประมาณ 8.96 ลา้นไร่ ผลผลิต 32.36 ลา้นตนั ผลผลิตต่อไร่ 3.56 ตนั เป็นผูผ้ลิตรายใหญ่
อนัดบั 2 ของโลกรองจากประเทศไนจีเรีย โดยมีสดัส่วนความตอ้งการใชใ้นประเทศประมาณ 20-30 
เปอร์เซ็นตข์องผลผลิต และแปรรูปเพืÉอส่งออก 70-80 เปอร์เซ็นต ์(สาํนกังานเศรษฐกิจเกษตร, 2558; 
FAO, 2015) ปี 2558 ประเทศไทยส่งออกผลิตภณัฑม์นัสาํปะหลงั เป็นอนัดบั 1 ของโลก มีส่วนแบ่ง
ทางการตลาด 76 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ เวียดนาม และกัมพูชา ตามลาํดับ สามารถส่งออก
ผลิตภณัฑม์นัรวม 11.19 ลา้นตนั มลูค่า 111,716 ลา้นบาท และมีแนวโน้มเพิÉมขึÊนในทุกปี (ตารางทีÉ 
2.1) (สาํนกังานเศรษฐกิจเกษตร, 2558) ซึÉงผลิตภณัฑม์นัสาํปะหลงั คือ มนัเส้น มนัอดัเม็ด และแป้ง
มนัสาํปะหลงั โดยส่งออกมนัอดัเมด็ไปยงัประเทศเนเธอร์แลนด ์สเปน เยอรมนัโปรตุเกส จีน เกาหลี
ใตแ้ละญีÉปุ่น ส่วนแป้งมนัสาํปะหลงัจะส่งออกไปยงัญีÉปุ่น ฮ่องกง สหรัฐอเมริกา มาเลเซีย สิงคโปร์ 
และไตห้วนั (จกัรพงษ์ ชาตะรักษ์, 2554) ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีพืÊนทีÉปลูกมนัสาํปะหลงัมาก
ทีÉสุด โดยแหล่งผลิตมันสําปะหลงัทีÉสําคัญ 5 อนัดับแรก คือ จังหวัดนครราชสีมา กาญจนบุรี 
สระแกว้ ชลบุรี และ ลพบุรี ในปี 2558 จงัหวดันครราชสีมา มีพืÊนทีÉเก็บเกีÉยวทัÊงสิÊน 1,549,206 ไร่ ให้
ผลผลิต 5,922,085 ตนั (ตารางทีÉ 2.2) (ศูนยส์ารสนเทศการเกษตรสาํนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2559) นอกจากจะใชบ้ริโภคเป็นอาหารแลว้ ยงัเป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลและอุตสาหกรรม
ต่อเนืÉอง เช่น อาหารสัตว ์สารให้ความหวาน ผงชูรส กระดาษและสิÉงทอ เป็นตน้ (ญภิญา เริงจารุ-
พนัธ์, 2557) อุตสาหกรรมแปรรูปมนัสาํปะหลงัทีÉสําคญั คือ 1) มนัเส้น ใชเ้ป็นวตัถุดิบให้กับ
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อุตสาหกรรมอาหารสตัว ์และมนัอดัเมด็ 2) มนัอดัเมด็ ส่งออกเป็นวตัถุดิบสาํหรับอาหารสตัว ์3) แป้ง
มนั เหมาะสาํหรับนาํมาใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร ซึÉงจะไม่มีกลิÉนรสแปลกปลอม อีกทัÊ งสามารถนาํ
แป้งมายอ่ยใหเ้ลก็ลงเพืÉอใชเ้ป็นสารใหค้วามหวาน เช่น นํÊ าเชืÉอมกลโูคส นํÊ าเชืÉอมฟรักโทส และซอร์-
บิทอล เป็นตน้ นอกจากนีÊ  แป้งมนัยงัสามารถเป็นตวัประสานในอุตสาหกรรมกระดาษ เคลือบเสน้ใย
ผา้ในอุตสาหกรรมสิÉงทอ รวมถึงใชผ้สมกบัสารเคมีต่าง ๆ เพืÉอใชใ้นอุตสาหกรรมไมอ้ดัและกาว 
(เจริญศกัดิÍ  โรจนฤทธิÍ พิเชษฐ,์ 2532; ชาญ ถิรพร, 2537; ญภิกา เริงจารุพนัธ,์ 2557; พวงเพชร นรินท-
ราพร, 2537; ศานิต สวสัดิกาญจน,์ 2557; สาํนกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2558)  
 
ตารางทีÉ 2.1 ปริมาณและมลูค่าการส่งออกผลิตภณัฑม์นัสาํปะหลงั ปี 2555-2558 
ปี 
มันอัดเม็ด มันเส้น 
แป้งมันสําปะหลัง 
รวมผลิตภัณฑ์ 
แป้งดิบ แป้งดัดแปร 
ปริมาณ
 
มูลค่า
 
ปริมาณ
 
มูลค่า
 
ปริมาณ
 
มูลค่า
 
ปริมาณ
 
มูลค่า
 
ปริมาณ
 
มูลค่า
 
2555 0.084 577 4.612 33,239 2.236 30,796 0.846 18,930 7.778 83,542 
2556 0.059 416 5.755 39,515 2.446 34,880 0.897 20,038 9.157 94,849 
2557 0.023 157 6.777 48,873 3.012 41,053 0.947 21,633 10.759 111,716 
2558 0.037 280 7.3 52,400 2.91 41,200 0.94 22,200 11.187 116,080 
อัตราเพิÉม (เปอร์เซ็นต์) -12.15 -12.45 19.09 16.78 12.34 1 .99 4.63 4.49 15.46 11.81 
หน่วย: ปริมาณ = ลา้นตนั, มูลค่า = ลา้นบาท                                                                        
ทีÉมา: สาํนกังานเศรษฐกจิการเกษตร (2558) 
 
ตารางทีÉ 2.2 เนืÊอทีÉเพาะปลกู เนืÊอทีÉเก็บเกีÉยวและผลผลิตของแหล่งผลิตทีÉสาํคญั ปี 2557-2558 
จังหวัด 
เนืÊอทีÉเพาะปลูก (ไร่) เนืÊอทีÉเกบ็เกีÉยว (ไร่) ผลผลติ (ตัน) 
2557 2558 2557 2558 2557 2558 
นครราชสีมา 1,674,339 1,672,896 1,536,026 1,549,206 5,776,880 5,922,085 
สระบุรี 33,201 34,476 31,797 34,476 115,314 120,265 
ลพบุรี 249,889 260,894 220,847 248,043 767,454 856,450 
ชยันาท 64,434 68,400 63,021 66,859 203,918 212,713 
สุพรรณบุรี 37,647 39,949 37,328 39,575 121,200 129,199 
ปราจีนบุรี 156,780 154,689 150,038 152,321 498,784 540,881 
ฉะเชิงเทรา 294,273 283,848 275,890 281,496 999,880 1,014,003 
สระแกว้ 452,652 446,238 366,477 437,586 1,233,331 1,555,773 
จนัทบุรี 239,688 217,621 228,584 212,794 799,050 730,152 
ระยอง 52,869 45,163 44,225 44,175 187,811 194,711 
ชลบุรี 279,476 274,826 274,122 267,510 1,158,402 1,140,283 
กาญจนบุรี 468,448 470,854 460,146 469,205 1,530,105 1,575,692 
ทีÉมา: ศูนยส์ารสนเทศการเกษตรสาํนกังานเศรษฐกจิการเกษตร (2559) 
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ในปี 2559 คาดว่าความตอ้งการใชใ้นประเทศจะเพิÉมขึÊนจากปี 2558 โดยเฉพาะอยา่งยิ Éงความตอ้งการ
เพืÉอใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลจะเพิÉมขึÊนจาก 2.30 ลา้นตนัของหัวมนัสดเป็น 2.90 ลา้นตนั
ของหวัมนัสด ส่วนความตอ้งการใชเ้พืÉอผลิตเป็นมนัเส้นและแป้งมนัสาํปะหลงัมีแนวโน้มเพิÉมขึÊน
เล็กน้อย (ตารางทีÉ 2.3) (สํานักงานเศรษฐกิจเกษตร, 2558) ในการส่งออกปี 2559 คาดว่าจะมีการ
ส่งออกผลิตภณัฑม์นั เนืÉองจากประเทศคู่คา้ยงัคงมีความตอ้งการผลิตภณัฑ์มนัทัÊ งในรูปของมนัเส้น
และแป้งมนัสาํปะหลงัอยา่งต่อเนืÉอง โดยเฉพาะประเทศจีน (สาํนกังานเศรษฐกิจเกษตร, 2558) 
 
ตารางทีÉ 2.3 ความตอ้งการใชม้นัสาํปะหลงั ปี 2554-2558 
รายการ 2554 2555 2556 2557 2558
 
อตัราเพิÉม (เปอร์เซ็นต์) 
ส่งออก
 
19.599 23.372 26.945 31.705 32.408 14.01 
ใช้ในประเทศ
 
7.094 6.996 8.234 8.64 9.48 8.23 
     - อุตสาหกรรมต่อเนืÉอง
 
6.444 6.528 6.634 6.74 7.18 2.51 
     - เอทานอล
 
0.65 0.468 1.6 1.9 2.3 48.12 
รวมความต้องการใช้ 26.693 30.368 35.179 40.345 41.888 12.58 
หน่วย: ลา้นตนัหวัมนัสด                                                                                                      
ทีÉมา: สาํนกังานเศรษฐกจิเกษตร (2558)  
 
 มนัสาํปะหลงัทีÉนิยมปลูกมีสองชนิด คือ 1) ชนิดขม มีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิคสูงตอ้ง
นาํไปแปรรูปก่อนนาํไปใชป้ระโยชน์ ไดแ้ก่ พนัธุม์นัสาํปะหลงัของกรมวิชาการเกษตร มีทัÊ งหมด 9 
พนัธุ ์คือระยอง 1 ระยอง 3 ระยอง 60 ระยอง 90 ระยอง 5 ระยอง 72 ระยอง 7 ระยอง 9 และระยอง 
11 จากมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ อีก 3 พนัธุ์คือ เกษตรศาสตร์ 50 ห้วยบง 60 และห้วยบง 80 
ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาสายพนัธุใ์หม่ขึÊนมาหลายสายพนัธุ ์เช่น พนัธุเ์กล็ดมงักรจมัโบ ้และไจแอนท ์
พฒันาพนัธุโ์ดยศนูยว์ิจยัพืชไร่ระยอง รับรองพนัธุโ์ดยกรมวิชาการเกษตร (ศูนยส่์งเสริมพฒันาการ
ผลิตมนัสําปะหลงัแห่งประเทศไทย, 2553) และพนัธุ์พิรุณ 1 พฒันาโดยกรมวิชาการเกษตรและ
มหาวิทยาลยัมหิดล เป็นตน้ 2) ชนิดหวานเป็นมนัทีÉใชส้าํหรับบริโภคโดยตรง มีกปริมาณกรดไฮโดร
ไซยานิคตํÉาไม่มีรสขมและสามารถใชท้าํอาหารไดโ้ดยตรง ไดแ้ก่ พนัธุ์ระยอง 2 และพนัธุ์ห้านาที 
เป็นตน้ (ฐิติมา วีระศิลป์, 2542; ยกุติ สาริกะภูติ, 2526) ในช่วงระยะเวลา 20 ปีทีÉผ่านมาการผลิตมนั
สาํปะหลงัในประเทศไทยเปลีÉยนแปลงไปจากเป็นการปลูกเพืÉอเป็นพืชอาหารสัตวไ์ปเป็นปลูกเพืÉอ
อุตสาหกรรม (ศานิต สวสัดิกาญจน์, 2557) ทาํให้การปลูกมนัสาํปะหลงัมีความตอ้งการทางการ
ตลาดเพิÉมสูงขึÊน จึงเป็นเหตุใหมี้การปลกูติดต่อกนัตลอดทัÊงปี ส่งผลให้มีการสะสมและแพร่ระบาด
ของเชืÊอสาเหตุโรคเพิÉมขึÊนทุกปี ซึÉงโรคมนัสาํปะหลงัทีÉสาํคญัในประเทศไทย ไดแ้ก่ 1)โรคใบไหม ้
(bacterial blight) ความเสียหาย 30-90 เปอร์เซ็นต์ 2) โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) ความ
เสียหาย 40-80 เปอร์เซ็นต ์3) โรคใบจุดสีนํÊ าตาล (brown leaf spot) ความเสียหาย 14-20 เปอร์เซ็นต4์) 
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โรคใบจุดไหม ้(blight leaf spot) ความเสียหาย 12-30 เปอร์เซ็นต์ 5) โรคตน้และรากเน่า (stem and 
root rot disease) ความเสียหาย10-100 เปอร์เซ็นต ์(เพญ็รัตน์ เทียมเพง็, มปป; รังษี เจริญสถาพร และ
อมรรัชฏ ์คิดใจเดียว, 2553; Charaensatapon et al., 2014)  
  
2.2 ประวตักิารปลูกมันสําปะหลัง  
 มนัสําปะหลงัมีถิÉนกาํเนิดแถบทีÉ ลุ่มเขตร้อน (Lowland tropics) หลักฐานพบว่าปลูกใน
ประเทศโคลมัเบียและเวเนซูเอลา มานานกว่า 3,000-7,000 ปี (จกัรพงษ ์ชาตะรักษ,์ 2554; สาํนักงาน
พฒันาการวิจยัการเกษตร, ม.ม.ป.) การแพร่กระจายในสมยัทีÉมีการล่าอาณานิคมในคริสต์ศตวรรษ
ทีÉ 15 โดยพวกนกัคา้ทาสไดน้าํมนัสาํปะหลงัจากบราซิลไปปลกูในทวีปแอฟริกา ต่อมา พ.ศ. 2282 มี 
ชาวโปรตุเกสนาํมนัสาํปะหลงัไปปลกูทีÉเกาะรียเูนียน (Reunion) และแพร่กระจายไปยงัมาดากสักา 
(ศูนยว์ิจยัมนัสาํปะหลงัและผลิตภณัฑ์, ม.ม.ป.) ต่อมาไดข้ยายไปสู่แหล่งต่าง ๆ ของโลก โดยชาว
โปรตุเกส และสเปน นํามนัสาํปะหลงัจากเม็กซิโก มายงัฟิลิปปินส์ ประมาณ ค.ศ.17 และในเวลา
ต่อมามีการปลกูทีÉอินโดนีเซีย ประมาณ ค.ศ.18 (ยกุติ สาริกะภูติ, 2526) นอกจากนีÊ  มีหลกัฐานว่า เมืÉอ 
พ.ศ. 2377 ไดมี้การนาํมนัสาํปะหลงัจากแอฟริกามาปลกูทีÉอินเดียเพืÉอใชใ้นการทดลอง (ศูนยว์ิจยัมนั
สาํปะหลงัและผลิตภณัฑ์, ม.ม.ป.) สาํหรับประเทศไทยนัÊนไม่มีหลกัฐานทีÉแน่ชัดว่ามีการนาํมนั
สาํปะหลงัเขา้มาปลกูเมืÉอใด สนันิษฐานว่านาํเขา้มาในระยะเดียวกนักบัการเขา้สู่ประเทศศรีลงักาและ
ฟิลิปปินส์คือประมาณ พ.ศ. 2329-2383 (ยกุติ สาริกะภูติ, 2526; สาํนกังานพฒันาการวิจยัการเกษตร, 
ม.ม.ป.) ซึÉงมีการปลูกมนัสาํปะหลงัเป็นการคา้เพืÉอใชท้าํแป้งและสาคูในภาคใต ้โดยปลูกระหว่าง
แถวของตน้ยางพารากนัมากว่า 70 ปีแลว้ โดยเฉพาะทีÉจงัหวดัสงขลามีอุตสาหกรรมทาํแป้งและสาคู
จาํหน่ายไปยงัปีนังและสิงคโปร์ แต่การปลูกมนัสาํปะหลงัทางภาคใตค่้อย ๆ ลดลงเมืÉอมีการขยาย
การปลูกยางพารา ต่อมาได้มีการปลูกในภาคตะวนัออก คือ จังหวดัชลบุรี ระยอง และจังหวัด
ใกลเ้คียง และเมืÉอความตอ้งการของตลาดในดา้นผลิตภณัฑม์นัสาํปะหลงัเพืÉอใชใ้นการเลีÊยงสตัวแ์ละ
อุตสาหกรรมมีเพิÉมมากขึÊน ทาํใหพื้ÊนทีÉในภาคตะวนัออกผลิตไดไ้ม่เพียงพอต่อความตอ้งการ จึงมีการ
ขยายพืÊนทีÉปลกูอืÉน ๆ จนในปัจจุบนัภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีพืÊนทีÉปลูกมากทีÉสุดของประเทศไทย 
(สาํนกังานพฒันาการวิจยัการเกษตร, ม.ม.ป.) 
 
2.3 อนุกรมวธิานและลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของมันสําปะหลัง  
 2.3.1 อนุกรมวธิาน 
 มนัสาํปะหลงัมีชืÉอวิทยาศาสตร์ว่า Manihot eculenta Crantz เป็นพืชใบเลีÊยงคู่จดัอยู่ในคลาส
ไดคอทีลีโดเน (Class Dicotyledonea) มีชืÉอภาษาอังกฤษว่า cassava จัดอยู่ในวงศ์ (family) 
Euphorbiaceae หรือวงศม์ะไฟ (ศานิต สวสัดิกาญจน์, 2557; Allem, 2002) วงศม์ะไฟเป็นวงศที์Éมี
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ลกัษณะเด่น คือ มียางสีขาวในทุกส่วนของลาํตน้ เมืÉอเด็ดใบหรือตดัลาํตน้ทาํให้ยางไหลออกมาได้
ง่าย นอกจากมนัสําปะหลงัแลว้ ยงัมีพืชอีกหลายชนิดทีÉจดัอยู่ในวงศ์นีÊ  เช่น ยางพารา สบู่ดาํ และ
ละหุ่ง (ดนยั ศุภาหาร, 2537; ศานิต สวสัดิกาญจน,์ 2557) 
   Class Dicotyledonea 
      Subclass Archichlamydeae 
              Order Geraniales or Euphorbiales 
           Family Euphorbiaceae 
           Genus Manihot 
                            Species esculenta 
(ดนยั ศุภาหาร, 2537; ศานิต สวสัดิกาญจน,์ 2557; Allem, 2002) 
 2.3.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 
 มนัสาํปะหลงัประกอบดว้ยส่วนทีÉสาํคญั 5 ส่วน คือ ราก ลาํตน้ ใบ ช่อดอกและดอก ผลและ
เมลด็ (จาํลอง เนียมจาํนรรจา, 2541, 2547; ศานิต สวสัดิกาญจน์, 2557) ซึÉงแต่ละส่วนมีลกัษณะทาง
พฤกษศาสตร์ทีÉสาํคญั ดงัต่อไปนีÊ   
 ราก ระบบรากเป็นแบบรากฝอย (fibrous root system) รากเกิดจากขอ้ของลาํตน้ทีÉใชป้ลูก 
และขยายใหญ่เป็นหวั (thickened root) หวัมนัสาํปะหลงัเมืÉอตดัตามขวางมีส่วนประกอบตามภาพทีÉ 
2.1A-B ดงันีÊ  1) เปลือกชัÊนนอก (periderm) เป็นชัÊนของเซลลผ์ิวชัÊนนอก (epidermal cell) และชัÊน
ของคอร์ก (cork layer) รวมกนั 2) เปลือกชัÊนใน (cortical region) เป็นส่วนของคอร์เทกซ์ (cortex) 
และกลุ่มท่ออาหาร (phloem bundle) เปลือกชัÊนนอกและเปลือกชัÊนในเรียกรวมกนัว่า peel 3) ส่วน
สะสมแป้งหรือไส้กลาง (starchy flesh หรือ central pith) ประกอบด้วยเซลล์พาเรนไคมา 
(parenchyma cell) กลุ่มท่อนํÊ า (xylem bundle) และท่อนํÊ ายาง (latex tube) (จาํลอง เจียมจาํนรรจา, 
2541) 
 ลําต้น ลาํตน้ตัÊ งตรง เป็นไมเ้นืÊอแข็ง สูง 1-5 เมตร มีการแตกกิÉง กิÉงทีÉแตกจากลาํต้นหลกั
เรียกว่า กิÉงชุดแรก (primary branch) และกิÉงทีÉแตกจากกิÉงชุดแรกเรียกว่า กิÉงชุดทีÉสอง (secondary 
branch) มนัสาํปะหลงัจะแตกกิÉงเป็นแบบ 2 กิÉง (dichotomous branching) หรือ 3 กิÉง (trichotomous 
branching) บนลาํตน้จะเห็นรอยของกา้นใบทีÉหลุดร่วงไปเรียกว่า รอยแผลใบ (leaf scar) ระหว่าง
รอยแผลใบเรียกว่า ความยาวของชัÊน (storey length) เหนือรอยแผลใบมีตา (bud) (ดนัย ศุภาหาร, 
2537) 
 ใบ เป็นใบเดีÉยว (simple leaf) เกิดเวียนสลบัรอบลาํตน้ (spiral) มีการจดัเรียงตวั (phyllotaxy) 
เท่ากบั 2/5 แผน่ใบเวา้ลึกเป็นแฉก (lobe) แบบ palmate ใบมีกา้นใบ (petiole) ทีÉโคนกา้นใบติดกบัลาํ
ตน้มีหูใบ (stipule) (ดนยั ศุภาหาร, 2537)  
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 ช่อดอกและดอก มนัสาํปะหลงัเป็นพืชทีÉมีช่อดอกตวัผูแ้ละช่อดอกตวัเมียอยู่บนตน้เดียวกนั 
แต่อยู่คนละตาํแหน่ง เรียกว่า monoecious plant ช่อดอกเป็นแบบ panicle ดอกตัวผูมี้กา้นดอก 
(pedicel) กลีบเลีÊยง (sepal) ไม่มีกลีบดอก (petal) ภายในดอกมีเกสรตวัผู ้(stamen) ประกอบดว้ย กา้น
เกสรตวัผู ้(filament) อบัละอองเกสรตวัผู ้(anther) ดอกตวัเมียมีกา้นดอก มีกลีบเลีÊยง ไม่มีกลีบดอก 
เกสรตวัเมีย (pistil) ประกอบดว้ยรังไข่ (ovary) 3 คาร์เพล (carpel) แต่ละคาร์เพลมี 1 ออวุล (ovule) 
ดงัแสดงในภาพ 2.1C (ดนยั ศุภาหาร, 2537) 
 ผลและเมลด็ ผลเป็นแบบ capsule เมลด็มีสีนํÊ าตาลลายดาํ คลา้ยเมล็ดละหุ่งแต่เล็กกว่า รอย
ของกา้นออวลุทีÉเหลืออยู ่(raphe) มีลกัษณะเป็นสนันูนขึÊนทางดา้นหนึÉงของเมลด็ ดา้นล่างของเมลด็มี
ลกัษณะคลา้ยฟองนํÊ า (caruncle) มีสีขาว ชมพ ูหรือม่วง (จาํลอง เจียมจาํนรรจา, 2541) 
 
 
 
ภาพทีÉ 2.1 แสดงองคป์ระกอบของตน้มนัสาํปะหลงั (A) ระบบรากเกิดจากขอ้ของลาํตน้ทีÉใชป้ลกู  
 (B) องคป์ระกอบของลาํตน้ทีÉทาํการตดัขวาง (C) ลกัษณะช่อดอก (ทีÉมา: จาํลอง เจียม-
จาํนรรจา, 2541) 
 มนัสาํปะหลงัเป็นพืชทีÉใชป้ระโยชน์ไดทุ้กส่วนตัÊงแต่ยอดจนถึงราก (หัวมนั) มีการนาํมาใช้
ประโยชน์ในครัวเรือน เพืÉอการบริโภคเป็นอาหารมนุษย ์และอาหาร สัตว์ และใช้แปรรูปเป็น
ผลิตภณัฑ ์ในหลายรูปแบบตลอดทัÊงใชใ้นอุตสาหกรรมแป้งแปรรูป (Modified Starch) เพืÉอนาํมาใช้
ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ และใชใ้นวงการแพทย ์จึงกล่าวไดว้่าการใชป้ระโยชน์จากมนัสาํปะหลงัแยก
ได ้3 ประเภท คือ บริโภคโดยตรง แปรรูปเป็นผลิตภณัฑ ์(มนัเสน้ มนัอดัเมด็ และแป้งมนั) และแป้ง
มนัแปรรูป (ทางเคมีและกายภาพใชป้ระโยชน์ในระดบัอุตสาหกรรม) (ดนยั ศุภาหาร, 2537) 
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 2.3.3 การปลูกมนัสําปะหลงั 
 มนัสาํปะหลงัเป็นไมพุ่้มยนืตน้มีอายอุยูไ่ดห้ลายปี การปลกูจะใชส่้วนของลาํตน้ตดัเป็นท่อน
ปักไปในดิน ตรงบริเวณรอยตดัทีÉปักอยูใ่นดินจะแตกเป็นรากฝอย หลงัจากปลกูไดป้ระมาณ 2 เดือน
รากจะค่อย ๆ สะสมแป้ง และมีขนาดโตขึÊ น เรียกว่า หัวมนัและจะสามารถเก็บเกีÉยวหัวมนัได้
หลงัจาก 6 เดือน ผา่นไปแลว้โดยจะยดือายเุก็บเกีÉยวไปไดถึ้ง 16 เดือน โดยส่วนตาทีÉอยู่ดา้นขา้งท่อน
มนัจะเจริญเติบโตออกมาเป็นลาํตน้ต่อไป (ดนยั ศุภาหาร, 2537) โดยแหล่งทีÉปลูกมนัสาํปะหลงัมาก
ทีÉสุดอยูที่Éภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ เนืÉองจากเป็นพืชทีÉสามารถปลูกไดต้ลอดปี สามารถปลูกไดใ้น
ดินแทบทุกชนิด แต่จะเจริญไดดี้ในดินร่วนปนทราย ไม่มีนํÊ าขงั เกษตรกรนิยมปลกูในช่วงตน้ฤดูฝน 
คือประมาณเดือนมีนาคมถึงพฤษภาคม เพิÉมอีก 20 เปอร์เซ็นต์ ปลูกในช่วงฤดูแลง้ ตัÊ งแต่เดือน
พฤศจิกายนถึงกุมภาพนัธ์ ส่วนทีÉเหลือ 13 เปอร์เซ็นต์ จะปลูกในช่วงเดือนมิถุนายนถึงตุลาคม 
สาํหรับการปลูกในช่วงตน้ฤดูฝนนีÊ  ผลผลิตหัวสดทีÉไดจ้ะสูงกว่า การปลูกในช่วงอืÉน แต่ในดินทีÉมี
ลกัษณะเนืÊอดินค่อนขา้งหยาบ การปลูกในช่วงฤดูแลง้จะให้ผลผลิตสูงทีÉสุด ดงันัÊนในการตดัสินใจ
เลือกช่วงการปลกูมนัสาํปะหลงัทีÉเหมาะสม จึงตอ้งพิจารณาทัÊ งปริมาณนํÊ าฝน และลกัษณะของดิน 
(จาํลอง เจียมจาํนรรจา, 2541) การปลูกมนัสาํปะหลงัมีดว้ยกนั 2 วิธี ไดแ้ก่ การปลูกแบบนอนและ
แบบปัก (สมพงษ ์กาทอง, 2537; โสภณ สินธุประมา, 2526; ศานิต สวสัดิกาญจน์, 2557) 1) การปลูก
แบบนอน เป็นวิธีการทีÉนิยมปลกูกนัมากในอดีต แต่ปัจจุบนันิยมปลกูกนันอ้ยมากเนืÉองจากมีขอ้จาํกดั
หลายประการ เช่น ท่อนพนัธุมี์การเจริญเติบโตชา้ วชัพืชงอกเร็วกว่าท่อนพนัธุ ์ทาํใหก้าํจดัวชัพืชยาก 
และจาํนวนตน้รอดตายและจาํนวนตน้ทีÉเก็บเกีÉยวค่อนขา้งตํÉา แต่การปลกูแบบวางนอนมีขอ้ดี คือ ไม่
ตอ้งระวงัเรืÉ องการปลูกสลบัขัÊว โดยมีจาํนวนตน้รอดตาย 1,461 ตน้/ไร่ และมีจาํนวนตน้เก็บเกีÉยว 
1,624 ตน้/ไร่ ในขณะทีÉการปลกูแบบปัก มีจาํนวนตน้รอดตายอยู่ในช่วง 1,919-2,087 ตน้/ไร่ และมี
จาํนวนตน้เก็บเกีÉยว 2,092-2,235 ตน้/ไร่ (สมพงษ ์กาทอง, 2537; ศานิต สวสัดิกาญจน์, 2557) 2) การ
ปลูกแบบปัก เป็นวิธีทีÉนิยมปลูกในปัจจุบนั วิธีการนีÊ ทาํให้ระยะปลูกมีความถูกตอ้ง แม่นยาํ และ
ใกลเ้คียงตามคาํแนะนาํในการปลูกของกรมวิชาการเกษตร การปลูกแบบปักมีขอ้ดี ไดแ้ก่ ตน้มนั
สาํปะหลงังอกไดเ้ร็ว สะดวกต่อการกาํจดัวชัพืชและการปลูกซ่อม และให้ผลผลิตสูงกว่าการปลูก
แบบวางนอนถึง 20 เปอร์เซ็นต์ การปลูกแบบปักแบ่งออกเป็น 2 วิธีตามการเอียงของท่อนพนัธุ์คือ
การปักตรง 90 องศา และการปักเอียง 45 องศา อย่างไรก็ตามการปลูกด้วยการปักทัÊ งสองวิธีให้
ผลผลิตไม่แตกต่างกนั โดยอยูใ่นช่วง 2.63-2.84 ตนั/ไร่ ในขณะทีÉการปลกูแบบวางนอนมีผลผลิตหัว
สด เท่ากบั 1.65 ตนั/ไร่ นอกจากนีÊการปลกูแบบปักทัÊงสองวิธียงัมีเปอร์เซ็นต์แป้งและเปอร์เซ็นต์มนั
แหง้สูงกว่าการปลกูแบบนอนดว้ย (สมพงษ ์กาทอง, 2537; ศานิต สวสัดิกาญจน,์ 2557) โดยใชร้ะยะ
ปลกู 1x1 เมตร ปักท่อนพนัธุ์ให้ตัÊ งตรงลึกในดินประมาณ 10 เซนติเมตร ใชท่้อนพนัธุ์มนัทีÉสดอาย ุ
10-12 เดือน ตดัทิÊงไวไ้ม่เกิน 15 วนัโดยแต่ละท่อนมีความยาวประมาณ 20 เซนติเมตร (ฐิติมา วีระ-
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ศิลป์, 2542; ยกุติ สาริกะภูติ, 2526) โดยพนัธุ์ทีÉนิยมปลูกทัÊ งไปในปัจจุบนัไดแ้ก่ พนัธุ์มนัสาํปะหลงั
ของกรมวิชาการเกษตร มีทัÊ งหมด 9 พนัธุ์ คือ ระยอง 1 ระยอง 3 ระยอง 60 ระยอง 90 ระยอง 
5 ระยอง 72 ระยอง 7 ระยอง 9 และระยอง 11 พนัธุ์มนัสาํปะหลงัของมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์
มี 3 พันธุ์คือ เกษตรศาสตร์ 50 ห้วยบง 60  และห้วยบง 80  (ศูนย์ส่งเสริมพัฒนาการผลิตมัน
สาํปะหลงัแห่งประเทศไทย, 2553) ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาพนัธุ์มนัสาํปะหลงัสายพนัธุ์ใหม่ขึÊนมา
หลายสายพนัธุ์ เช่น พนัธุ์เกล็ดมงักรจัมโบ้ และไจแอนท์ พฒันาพนัธุ์โดยศูนยว์ิจัยพืชไร่ระยอง 
รับรองพนัธุโ์ดย  กรมวิชาการเกษตร (ศูนยส่์งเสริมพฒันาการผลิตมนัสาํปะหลงัแห่งประเทศไทย, 
2553) เป็นตน้ แต่ในสภาพการปลูกทั Éวไป ในช่วง 3-4 ปี ทีÉผ่านมามนัสาํปะหลงัมกัประสบปัญหา
เกีÉยวกบัโรคและแมลงศตัรูพืชเขา้ทาํลายโดยแมลงศตัรูทีÉเขา้ทาํลายมนัสาํปะหลงัทีÉสาํคญัไดแ้ก่ เพลีÊย
แป้ง และไรแดง เป็นตน้ ส่วนโรคทีÉพบไดแ้ก่ โรคใบไหม ้โรคใบจุดสีนํÊ าตาล โรคแอนแทรคโนส 
โรคลาํตน้เน่า และโรคโคนเน่า หวัเน่า เป็นตน้  
 
2.4 ข้อมูลทัÉวไปของโรคต้นและรากเน่า (stem and root rot)  
 แบ่งลกัษณะอาการของโรคดงักล่าวออกเป็น 2 ชนิด คือ 1) โรคตน้เน่า (stem rot) เกิดจาก
เชืÊอราหลายชนิด โดยเชืÊอราทีÉสร้างความเสียหายเป็นอย่างมาก  (ตารางทีÉ  2.4) คือ เชืÊ อรา 
Lasiodiplodia spp. ก่อใหเ้กิดกบัท่อนพนัธุห์รือลาํตน้ทีÉแก่แลว้และตกคา้งในไร่ ระบบท่อลาํเลียงเน่า
กลายเป็นสีดาํ โดยจะลุกลามจากแผลรอยตดัของท่อนพนัธุ ์หรือลาํตน้ทีÉเป็นแผล ทาํให้เปลือกบวม
เน่าเป็นสีนํÊ าตาลดาํ มีกลุ่มเม็ดพิคนีเดีย (pycnidia) ของเชืÊอราขึÊนบนเปลือกแลว้จะแห้งตาย (ภาพทีÉ 
2.2 A) (กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน, 2545) และเชืÊอรา Glomerella cingulate พบทั Éวไปในท่อนพนัธุ์ทีÉ
กองไวห้รือตดัทิÊงไวใ้นแปลง ระยะแรกท่อนพนัธุ์จะเน่าตรงส่วนปลาย และจะลุกลามเขา้ไปทาํให้
เปลือกบวมเน่าต่อไปจะเหีÉยวแหง้ ใตเ้ปลือกเป็นสีดาํ บนผวิเปลือกจะเป็นเม็ดนูน ๆ แลว้จะแตกเป็น
ผง เรียก เพอริเตเซีย (perithecia) (กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน, 2545) (ภาพทีÉ 2.2 B) เชืÊอจะแพร่ไปกบั
ท่อนพนัธุแ์ละเขา้ทาํลายเมืÉอมีสภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสม เชืÊอราจะเขา้ทางแผล และลุกลามมากขึÊน
เมืÉอมีความชืÊนสูงนอกจากนีÊ ยงัมีเชืÊอรา Sphaerostibe และ Cochilobolus ทีÉก่อให้เกิดอาการลาํตน้เน่า
และลาํตน้ไหมใ้นมนัสาํปะหลงัแต่พบไม่มากหนัก (ศานิต สวสัดิกาญจน์, 2557; Makambila et al., 
1994; Msikita et al., 1997; Hillocks and Wydra, 2002; Motokura et al., 2014) 2) โรครากหรือหัว
เน่า (root rot) โรคนีÊ เกิดจากเชืÊอราหลายชนิด ทาํให้เกิดความเสียหายให้แก่มนัสาํปะหลงัทุกการ
เจริญเติบโต มี 4 ลกัษณะอาการ (ตารางทีÉ 2.5) 2.1) โรคเน่าเละ (soft rot) หรือโรคเน่าเปียก (wet rot) 
เกิดจากแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. carotovora และ เกิดจากเชืÊอรา Phytophthora sp., 
Pythium sp. และ Fusarium sp. พบในระยะกลา้และระยะลงหวัแลว้ มีอาการหัวเน่าเละมีกลิÉนเหม็น 
ตน้เหีÉยว ใบร่วง (ภาพทีÉ 2.3) 2.2) โรครากเน่าแห้ง (dry rot) เกิดจากเชืÊอรา Rigidoporus sp., 
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Armillariella sp., Rosella sp. และ Fusarium sp. พบในระยะลงหวัแลว้ รากและหัวมีอาการเน่าแห้ง 
ฝ่อ มีกลิÉนเหมน็คลา้ยไมเ้น่า พบเส้นใยเชืÊอราสีขาวคลา้ยเส้นดา้ยและเห็ดเจริญปกคลุมบริเวณโคน
ต้น ต้นเหีÉ ยวเหลือง  (ภาพทีÉ  2.4) 2.3) โรคเน่าคอดิน  (damping-off or root rot) เกิดจากเชืÊอรา 
Sclerotium sp. และ Rhizoctonia sp. พบในทุกระยะตัÊงแต่ท่อนพนัธุ ์ตน้กลา้ ราก และหวั ตน้จะเหีÉยว 
เฉาตาย และมีราเมด็ผกักาด (sclerotia) พร้อมกบัเส้นใยสีขาวปกคลุมส่วนของโคนตน้ (ภาพทีÉ 2.5) 
2.4) โรคเน่าดาํ (black rot) เกิดจากเชืÊอรา Lasiodiplodia spp., Neoscytalidium sp. และ Macrophomina 
sp. พบในทุกระยะ มีลกัษณะท่อนพนัธุ์ ต้น ราก และหัวเน่าสีดาํหรือสีนํÊ าตาลเขม้  ไม่มีกลิÉนเหม็น 
(ภาพทีÉ 2.6) 
 
ตารางทีÉ 2.4 ลกัษณะทีÉสาํคญัของโรคตน้เน่าทีÉเกิดจากเชืÊอรา Glomerella และ Lasiodiplodia 
ลักษณะ Glomerella Lasiodiplodia 
เชืÊอราสาเหตุโรค G. cingulata  L. theobromae,  L. parva 
ส่วนทีÉเกิดโรค ท่อนพนัธุ์อยา่งเดียว ท่อนพนัธุ์ ลาํตน้แก่ 
ตาํแหน่งทีÉเกิดโรค ส่วนปลายของท่อนพนัธุ์ ส่วนโคนของท่อนพนัธุ์ 
สีใตเ้ปลือกของลาํตน้ทีÉเน่า สีดาํ สีนํÊ าตาลดาํ 
ส่วนขยายพนัธุ ์ เมด็นูนเตง็ (periticia) เมด็ขนาดเลก็ (pynidia) 
ทีÉมา : ศานิต สวสัดิกาญจน ์(2557), Hillocks and Wydra (2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 2.2 แสดงลกัษณะอาการของโรคตน้เน่า (stem rot) (A) เกิดจากเชืÊอรา G.cingulate มีลกัษณะ
อาการเน่าตรงส่วนปลายของท่อนพนัธุ ์สีใตเ้ปลือกของลาํตน้เน่าเป็นสีดาํ (B) เกิดจากเชืÊอ
รา L.parva มีลกัษณะอาการเน่าตรงบริเวณโคนท่อนพนัธุ ์สีใตเ้ปลือกของลาํตน้เน่าเป็น
สีนํÊ าตาลถึงดาํ (ทีÉมา: Hillocks and Wydra, 2002; Motokura et al., 2014) 
 
 
 
B A 
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ตารางทีÉ 2.5  ลกัษณะทีÉสาํคญัของโรครากหรือหวัเน่า 
ทีÉมา : ศานิต สวสัดิกาญจน ์(2557), Hillocks and Wydra (2002), Duchanee et al. (2015a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ลกัษณะทีÉสําคญั ชนิดของโรค 
โรคหัวเน่าเละ/เน่าเปียก โรคหัวเน่าแห้ง โรคเน่าคอดิน โรคเน่าดํา 
เชืÊอสาเหตุ E. carotovora subsp. carotovora  
Phytopthora drechleri,  
P. palmivora, P. palmivora var 
palmivora, P. tropicalis,  
P. nicotianae, P. nicotianae var 
parasitica, P. erythuoseptica,  
P. cryptogea, Pythium sp 
P. sulcatum  
Rigidoporus  lignosus,  
Leptorus  lingnosus,  
Phaeolus . manihotis, A. 
mellea,  
Rosella necatrix และ 
Fusarium spp. 
Sclerotium  rolfsii 
Rhizoctonia  
solani 
•   
Lasiodiplodia. 
theobromae, L. 
euphorbicola, L. 
pseudotheobromae, 
N. hyalinum, 
Macrophomina . 
phaseolina, 
ระยะทีÉเกดิโรค ระยะกลา้และลงหวั ระยะลงหวั ทุกระยะ ทุกระยะ 
การมีเส้นใยปก
คลุม 
ไม่มี มีลกัษณะคลา้ยเส้นดา้ย 
และพบเห็ดบริเวณโคน
ตน้ 
มีลกัษณะเป็น
กระจุกสร้างเม็ด 
sclerotia สีนํÊ าตาล 
มีเส้นใยสีขาวเกาะติด
บริเวณโคนตน้ สร้าง
เม็ด pynidia สีดาํ 
บริเวณเน่า หวัเละ หวั ราก  เน่าแหง้ ฝ่อ หวั ราก ท่อนพนัธุ์  หวั ราก ท่อนพนัธุ์  
ดาํ 
การมีกลิÉนเน่า มีกลิÉนเน่า มีกลิÉนเน่าคลา้ยไมเ้น่า ไม่มีกลิÉนเน่า ไม่มีกลิÉนเน่า 
แหล่งทีÉเกดิโรค
ระบาด 
แอฟริกา อเมริกาใต ้เอเชีย แอฟริกา อเมริกาใต ้เอเชีย แอฟริกา อเมริกา
ใต ้ 
แอฟริกา อเมริกาใต ้ 
เริÉมพบการระบาดใน
ประเทศไทย 
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ภาพทีÉ 2.3 แสดงลกัษณะอาการของโรคเน่าเละ/เน่าเปียก (soft rot/wet rot) (A) ลกัษณะอาการต้น
เหีÉยวเฉา ใบล่างมีสีเหลือง และเหีÉยวแห้งหลุดร่วง (B) ลกัษณะอาการหัวเน่าเละ มีกลิÉน
เหมน็ ลาํตน้บนดินอาการปกติ (C-D) ลกัษณะอาการหวัเน่าเละ เนืÊอเยืÉอสีขาวเปลีÉยนเป็น
สีนํÊ าตาล มีอาการเละ เปืÉ อยยุ่ย (D) (ทีÉมา: กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน 2545; Hillocks and 
Wydra 2002; Charaensatapon et al., 2014) 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 2.4   แสดงลกัษณะอาการของโรคเน่าแหง้ (dry rot) (A) หวัมนัสาํปะหลงัมีอาการแห้งและฟ่อ 
(B) หวัมนัสาํปะหลงัแสดงอาการเน่าแห้ง เนืÊอเยืÉอภายในเปลีÉยนจากสีขาวเป็นสีนํÊ าตาล
แดง (C) หวัมนัสาํปะหลงัแสดง อาการหวัเน่าแหง้ เนืÊอเยืÉอเปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาล คลา้ยราก
ไมบ้ริเวณใกลเ้คียงพบเสน้ใยของเชืÊอราจะก่อตวัเป็นดอกเห็ดเจริญอยู่ มีกลิÉนเหม็นคลา้ย
ไมเ้น่า (D) บริเวณโคนตน้ พบเส้นใยของเชืÊอราเจริญอยู่ (ทีÉมา: กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน 
2545; Hillocks and Wydra 2002) 
A 
C D 
B 
A B 
C D 
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ภาพทีÉ 2.5 แสดงลกัษณะอาการของโรคเน่าคอดิน (damping-off or root rot) (A-B) หวัมนัสาํปะหลงั
มีอาการเน่า เนืÊอเยืÉอเปลีÉยนสีจากสีขาวเป็นสีเหลือง นํÊ าตาล มีเส้นใยเชืÊอรา สีขาวเจริญ 
ปกคลุม (C) หวัมนัสาํปะหลงัแสดงอาการเน่า เนืÊอเยืÉอเปลีÉยนสี บริเวณท่อลาํเลียงนํÊ าและ
อาหารเปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาล เมืÉอผา่หัวมนัตามขวางจะพบเป็นเส้น ๆ (D) บริเวณโคนตน้ 
พบเสน้ใยของเชืÊอราเจริญอยู ่และพบเมด็ sclerotia เกาะบริเวณโคนตน้ทัÊ งใตดิ้นและบน
ดิน (ทีÉมา: กลุ่มอนุรักษน์ํÊ าและดิน 2545; Hillocks and  Wydra, 2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 2.6 แสดงลกัษณะอาการของโรคตน้และรากเน่าดาํ (stem and root black rot) (A) แสดง
ลกัษณะอาการหวัเน่าดาํ ในแปลงปลกู พบอาการหัวเน่าดาํ เละ มีกลิÉนเหม็น (B) หัวมนั
สําปะหลงัมีอาการเน่าแห้งเนืÊ อเยืÉอเปลีÉยนจากสีขาวเป็นสีเหลือง เทา และดาํ (C-D) 
หัวมนัสําปะหลงัแสดงอาการเน่า เนืÊ อเยืÉอบุบตัว เปลีÉยนจากสีขาวเป็นสีเหลือง เทา 
นํÊ าตาล และดาํ (ทีÉมา: Hillocks and Wydra, 2002; Machado et al., 2014a) 
A B 
C D 
A B 
C D 
 
 
 
 
 
 
 
 
17 
A B C D 
F G H E 
2.5 ข้อมูลเฉพาะของโรคต้นและรากเน่าดํา (stem and root black rot) 
  เชืÊอสาเหตุโรค: เกิดจากเชืÊอรา  L. theobromae, L. euphorbicola, L. pseudotheobromae, N. 
hyalinum,  
  ลกัษณะอาการ หวัมนัสาํปะหลงัอาการหัวเน่าสีดาํหรือสีนํÊ าตาลเขม้ ซึÉงมีทัÊ งอาการเน่าแห้ง 
เน่าเละ เนืÊอเยืÉอบริเวณหวัมนัสาํปะหลงัเปลีÉยนสีจากสีขาวเป็นสี เหลือง นํÊ าตาล  เทา และดาํ ดงัแสดง
ในภาพทีÉ 4.7 (A-D) บริเวณโคนตน้ทีÉติดอยูก่บัผวิดินพบเมด็ pynidia สีดาํนูนหรือนํÊ าตาลดาํกระจาย
รอบโคนตน้หรือบริเวณท่อนพนัธุ์เดิม ดงัแสดงในภาพทีÉ 4.7 (E-H) ระบบลาํเลียงเน่าเป็นสีดาํ โดย
จะลุกลามจากแผล รอยตดัของท่อนพนัธุ ์หรือลาํตน้ทีÉเป็นแผล ทาํใหเ้ปลือกบวมเน่าเป็นสีนํÊ าตาลดาํ 
มีกลุ่มเมด็ pycnidia ของเชืÊอราขึÊนบนเปลือกแลว้จะแหง้ตาย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 2.7 แสดงลกัษณะอาการของโรคตน้และรากเน่าดาํของมนัสาํปะหลงั(A) อาการหัวเน่าชํÊ าดาํ 
เนืÊอเยืÉอเปลีÉยนจากสีขาวเป็นสีนํÊ าตาล เทาและดาํ (B-D) อาการหัวเน่าแห้งดาํ เนืÊอเยืÉอ
เปลีÉยนจากสีขาวเป็นสีเทาและดาํ (E-H) พบเมด็ pynidia สีดาํนูน กระจายบริเวณโคนตน้
เหนือดิน (ทีÉมา: Duchanee et al., 2015a) 
   
2.6  ชีววทิยาของเชืÊอรา Family Botryospaeriaceae 
 เชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํของมนัสาํปะหลงัมีรายงานว่าเกิดจากเชืÊอราใน Family 
Botryosphaeriaceae โดยมีเชืÊอราสกุลสาํคญัทีÉเขา้ทาํลาย คือ สกุล Lasiodiplodia และ Scytalidium 
(Neoscytalidium) ซึÉงมีอนุกรมวิธาน ดงันีÊ  
  Kingdom Fungi 
          Division Amastigomycota 
          Subdivision Ascomycotina 
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        Class Ascomymycetes 
        Subclass Coelomycetidae 
         Order Pleosporales 
              Family Botryosphaeriaceae 
      Genus Lasiodiplodia 
           Genus Neocytalidium 
(กาญจนา นิรภยั และ เอกชยั ชูเกียรติโรจน,์ 2552; Barnett and Hunter, 1987; Sutton, 1980) 
 2.6.1 ข้อมูลทัÉวไปของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. 
 2.6.1.1 อนุกรมวธิานของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. 
 เชืÊอรา L. theobromae (Pat.) Griff. & Maubl (syn. Botryodiplodia theobromae Pat.) เป็น
เชืÊอราทีÉมีความซับซ้อนในการตัÊ งชืÉอ และมีชืÉอเรียกไดห้ลายชืÉอเนืÉองจากมีรูปร่างได้หลายแบบ 
(pleomorphism) สามารถก่อใหเ้กิดโรคในพืชไดห้ลายชนิดกระจายทั Éวไปในเขตร้อน ในปัจจุบนัการ
จดัลาํดบัขัÊนทางอนุกรมวิธานของเชืÊอราชนิดนีÊ ยงัอา้งอิงตามรูปแบบของ Sutton (1980) และ Barnett 
and Hunter (1987) เดิมเชืÊอรา L. theobromae ถูกจัดให้อยู่ใน Subdivision Ascomycotina, Class 
Ascomymycetes, Order Pleosporales, Family Botryosphaeriaceae และ Genus Botryosphaeria โดย
มีรายงานทีÉอา้งถึง teleomorph state ของเชืÊอ L. theobromae โดยเรียกชืÉอว่า Botryosphaeria rhodina  
ในปี 1867 Curtis (Berk and Curtis, 1867) ไดท้ดลองแยกเชืÊอ type material ของเชืÊอรา Physalospora 
rhodina จากตน้ Rosa rubiginosa และระบุว่าเป็นเชืÊอราชืÉอ Sphaeria rhodina B.&C. พร้อมกบัได้
บนัทึกชืÉอเชืÊอรานีÊ ไวใ้นหนังสือ “Geographical and natural history survey of North Carolina” แต่
ไม่ไดล้งรายละเอียดเพิÉมเติมไวแ้ต่อยา่งใด (Alves et al., 2008) ต่อมาภายหลงั Cooke ไดใ้ห้คาํนิยาม
อยา่งเป็นทางการของเชืÊอราเดียวกนันีÊ ไวใ้นชืÉอ P. rhodina โดยอา้งอิงจากงานของ Berk and Curtis 
(1867) เนืÉองจาก Cooke เป็นบุคคลแรกทีÉไดใ้หค้าํนิยามของราชนิดนีÊ  ดงันัÊนในการอา้งอิงถึงราชนิด
นีÊ ในชืÉอ P. rhodina จึงอา้งถึงภายใตชื้Éอของ Cooke แต่เพียงผูเ้ดียว ต่อมาในปี 1970 von Arx ไดจ้ดั
ใหเ้ชืÊอราชนิดนีÊ อยู่ใน Genus Botryosphaeria ดงันัÊนเชืÊอรานีÊ จึงไดรั้บการเปลีÉยนชืÉอเป็น B. rhodina
นอกจากนีÊ ยงัมีรายงานเกีÉยวกับความสัมพนัธ์ของระยะ anamorph กับ teleomorph ของเชืÊอรา L. 
theobromae โดยในปี 1925 Stevens ไดแ้ยก ascospore ของเชืÊอราชนิดหนึÉ งจาก cotton stems ในรัฐ
ฟลอริดา โดยคาดว่าอาจจะเป็น P. gossypina แต่ก็ยงัไม่ไดพิ้สูจน์ให้แน่ชดั และยงัไดแ้ยกเชืÊอราใน
กลุ่มเดียวกบั ascomycete จากตน้ไมใ้น Genus Hicoria, Ilex, Liquidambar, Quercus และ Vitis ใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยเชืÊอราทีÉแยกไดจ้ากพืชทุกชนิดทีÉกล่าวมาสามารถสร้าง conidia ไดจ้าก
หนึÉ ง ascospore และไดถู้กพิสูจน์ในภายหลงัว่านัÊนเป็นเชืÊอรา L. theobromae โดย Stevens (1926) 
เพราะฉะนัÊน Stevens จึงเชืÉอว่า P. gossypina แทที้Éจริงก็คือเชืÊอราชนิดเดียวกนักบั P. rhodina ทีÉถูก
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อา้งถึงโดย Cooke นั Éนเอง อย่างไรก็ตาม ไม่ไดมี้รายงานมาสนับสนุนงานวิจยันีÊ เพิ Éมเติมแต่อย่างใด 
ต่อมาในปีเดียวกนั Stevens ไดศึ้กษาระยะ perfect state ของเชืÊอราชนิดหนึÉ งซึÉงก่อให้เกิดโรค stem 
end rot คือ เชืÊอรา Diplodia sp. ก่อให้เกิดโรคในพืชตระกูลส้ม และไดร้ะบุว่าเป็นเชืÊอราใน Genus 
Physalospora และแยกเชืÊอราชนิดเดียวกันไดจ้ากพืชอีกสองชนิดคือ Persea และ Rosa จากการ
เพาะเลีÊยงเชืÊอราทีÉแยกมาได ้Stevens พบว่า ascospore เดีÉยวของเชืÊอราดงักล่าว สามารถสร้าง conidia 
ทีÉมีลกัษณะคลา้ยคลึงกบั conidia ของเชืÊอรา L. theobromae หรือเรียกอีกชืÉอหนึÉ งคือ D. gossypina ได ้
แต่อย่างไรก็ตามมีเพียงรายงานของ Stevens เท่านัÊ นทีÉอา้งถึงระยะ teleomorph ของเชืÊอรา L. 
theobromae (กาญจนา นิรภยั และเอกชยั ชูเกียรติโรจน,์ 2552) 
 ในปี 2006 Crous และคณะไดท้าํการศึกษาและแสดงใหเ้ห็นว่าเชืÊอราทีÉเดิมจดัอยู่ใน Family 
Botryosphaeriaceae นีÊ ยงัมีความแตกต่างกนัอยูม่ากในระดบัของ phylogenetic lineages ซึÉงเกีÉยวขอ้ง
กบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของการสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศของเชืÊอรา จากผลการศึกษาทาํให ้
Genus Botryosphaeria ถูกจาํกดัให้มีเชืÊอราเพียง 2 ชนิด คือ B. dothidea (Moug.: Fr.) Ces. & De 
Not. และ B. corticis (Dermaree & M.S. Wilcox) Arx & E. Müll. แสดงให้เห็นว่าเชืÊอราใน Genus 
Botryosphaeria ไม่น่าจะเป็น teleomorph state ของเชืÊอรา L. theobromae อีกต่อไป (กาญจนา นิรภยั 
และเอกชยั ชูเกียรติโรจน,์ 2552) เชืÊอราใน Genus Lasiodiplodia นอกจากเชืÊอรา L. theobromae แลว้ 
ยงัมีการคน้พบเพิÉมขึÊนอีกหลายชนิด เช่น ในปี 2004 Pavlic และคณะไดร้ายงานเชืÊอราทีÉคน้พบใหม่
ในชืÉอ L. gonubiensis sp. nov. ในปี ŚŘŘŠ Alves และคณะ ไดศึ้กษาจดัจาํแนกเพิÉมเติม ไดแ้ก่ L. 
crassispora, L. venezuelensis, L. rubropurpurea, L. gonubiensis, L. pseudotheobromae  และ L. 
parva ซึÉงเชืÊอรา L. parva รายงานว่าพบในดินในแปลงปลกูมนัสาํปะหลงัทีÉประเทศโคลมัเบีย ต่อมา
ในปี 2008 Palvic และคณะ ได้รายงานเพิÉมเติมอีกหนึÉ งสปีชีร์ คือ L. margaritacea ในปี 2010 
Abdollahzadeh และคณะไดศึ้กษาจดัจาํแนกเพิÉมเติม ไดแ้ก่ L. citricola  L. abnormis, L. foiorii, L. 
gilanensis, L. hormozaganensis, L. iraniensis, L. margaritacea, L. paraphysaria, L. plurivora, L. 
undulat  และ L. venezuelensis ในประเทศอิหร่าน ต่อมาในปี 2014 Macado และคณะไดศึ้กษาจดั
จาํแนก เชืÊอรา Lasiodiplodia  ทีÉเป็นเชืÊอสาเหตุโรคโคนและรากเน่า (collar and root rot) ของสบู่ดาํ
ในประเทศบราซิลเพิÉมเติม ไดแ้ก่ L. viticola, L.missouriana, L. jathophicola, L. egyptiacae, L. 
euphorbicola, L. macrospora, และ L. subglobosa ซึÉงสบู่ดาํจดัเป็นพืชใน family เดียวกนักบัมนั
สาํปะหลงั คือ Euphorbiaceae โดยในปี 2015 Trakunyingcharoen และคณะได้รายงานว่าเชืÊอรา 
Lasiodiplodia spp. นอกเหนือจาก เชืÊอรา L. theobromae ทีÉก่อให้เกิดโรคพืชในประเทศไทยแลว้ยงั
พบสปีชีร์อืÉนๆ ดงันีÊ  1) เชืÊอรา L. pseudotheobromae  ก่อใหเ้กิดโรคในยางพารา ชาหอมหมืÉนลีÊ  กาแฟ 
มะม่วง อะโวกาโด ฝรัÉง ลาํไย มะเดืÉอ มะยม ชมพู่ สนสามใบ สนจูนิเปอรัส (juniperus) และ 
กระดงังา 2) เชืÊอรา L. gonubiensis ก่อโรคใน ชมพู่ และ3) เชืÊอรา L. thailandica ก่อโรคในมะม่วง
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และชมพู ่(Trakunyingcharoen et al., 2015b) โดยศึกษาจากความแตกต่างของลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยาร่วมกบัลกัษณะทางพนัธุศาสตร์เป็นสาํคญั (กาญจนา นิรภยั และเอกชยั ชูเกียรติโรจน,์ 2552) 
 Lasiodiplodia spp. พบไดทุ้กภูมิภาคของโลกโดยพบได้มากทีÉสุดในเขตร้อนและกึÉงร้อน 
เช่น กลว้ย ลิ ÊนจีÉ เงาะ มะม่วง นอ้ยหน่า ทุเรียน พืชตระกลูแตง ลาํไยไมด้อกไมป้ระดบั และไมย้ืนตน้  
เป็นตน้ ทาํใหเ้ปลือกผลไมมี้สีนํÊ าตาลคลํÊ า มีของเหลวไหลออกมาเปืÊ อนผล มีกลิÉนเหม็นเปรีÊ ยว มีเส้น
ใยของเชืÊอราขึÊ นปกคลุม  ในลาํไยจะทาํให้ขัÊ วผลเน่าเป็นสีนํÊ าตาล เนืÊ อผลมีสีขาวขุ่น นอกจาก
ก่อใหเ้กิดโรคภายหลงัการเก็บเกีÉยวแลว้ ยงัเป็นสาเหตุของโรคยอดแหง้ตายของสน โรคยางไหลของ
พืชตระกูลส้ม (กาญจนา นิรภยั และ เอกชยั ชูเกียรติโรจน์, 2552)โรคหัวเน่าของมนัเทศ โรคโคน
และรากเน่าของสบู่ดาํ (Latha et al., 2009; Machado 2012; Machado et al., 2014b) นอกจากเชืÊอรา 
Lasiodiplodia เป็นเชืÊอสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํของมนัสาํปะหลงัแลว้ ยงัมีการรายงานว่าเกิดจาก
เชืÊอรา Scytalidium sp. ซึÉงเป็นเชืÊอราทีÉอยูใ่น family เดียวกนัอีกดว้ย (Machado et al., 2014a) 
 2.6.1.2 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. 
 เชืÊอรา Lasiodiplodia spp. เจริญไดดี้บนอาหาร potato dextrose agar เสน้ใยเมืÉอยงัอายุน้อยมี
สีขาวละเอียดและค่อนขา้งฟ ูซึÉงจะเจริญเต็มจานเพาะเลีÊยงเชืÊอหลงัจากเพาะเลีÊยงเป็นเวลา 2 วนั เมืÉอ
โคโลนีแก่เสน้ใยจะเปลีÉยนจากสีขาวเป็นสีเทาดาํ เส้นใยมีผนังกัÊน มีการสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศ 
โดยเสน้ใยของเชืÊอราเมืÉออายมุากจะสร้าง fruiting body ทีÉเรียกว่า conidiomata แบบ pycnidia ซึÉงอาจ
มีช่องเดียวหรือหลายช่องก็ได ้ภายในประกอบดว้ยเสน้ใย paraphyses ใสไม่มีสี (hyaline) รูปร่างเป็น
ทรงกระบอก (cylindrical) มีผนังกัÊ น  (septate) บางครัÊ งอาจพบว่ามีการแตกกิÉ งก้านสาขา  มี 
conidiogenous cells ใสไม่มีสีเช่นกนั ผนังเซลลบ์างและเรียบ  รูปร่างเป็นทรงกระบอก มีการแบ่ง
เซลลแ์บบ holoblastic อาจมีการจดัเรียงเซลลแ์บบเป็นปลอ้ง 1–2 ปลอ้ง (annellations) หรือเรียงตวั
ในระนาบเดียวกันเพืÉอให้มีความหนาแน่นมากขึÊ น (periclinal thickenings) (Alves et al., 2008; 
Cilliers et al., 1993) โดย conidiogenous cells จะมีหนา้ทีÉในการสร้าง conidia ซึÉงเป็น asexual spores 
โดยสร้างอยู่บนปลายของ conidiophores (Stover, 1972) ลกัษณะของ conidia เมืÉออ่อนจะมีเพียง
เซลลเ์ดียว ใสไม่มีสี รูปร่างค่อนขา้งรีจนถึงค่อนขา้งกลม (subovoid to ellipsoid-ovoid) ปลายดา้น
หนึÉงกลมมน อีกดา้นสอบลงคลา้ยกรวย บริเวณทีÉกวา้งทีÉสุดของตวัเซลลคื์อช่วงกลาง ไม่มีผนังกัÊน 
ผนังเซลล์หนาและประกอบไปดว้ย granular และผนังเซลลจ์ะยงัคงไม่มีสีไปจนกว่าจะถูกปล่อย
ออกมาจาก pycnidia  จากนัÊน conidia จึงจะเริÉมสร้างเมด็สี สีนํÊ าตาลเขม้ และสร้างผนังกัÊน (septum)  
1 ชัÊนตรงกลาง ทาํให้แบ่งออกเป็น 2 เซลล ์ มีรูปร่างรีคลา้ยไข่มีขนาดประมาณ 26.2-27x14-14.4 
ไมครอน ผนงัดา้นนอกหนา 2 ชัÊน และมีการสร้างเมด็สีเมลานินบนผิวเซลลด์า้นในเรียงตวัเห็นเป็น
ริÊ วในแนวยาว (กาญจนา นิรภยั และเอกชยั ชูเกียรติโรจน์, 2552; Alves et al., ŚŘŘŠ, Cilliers et al., 
1993) 
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 2.6.2 ข้อมูลทัÉวไปของเชืÊอรา Neoscytalidium sp. 
 2.6.2.1 อนุกรมวธิานของเชืÊอรา Neoscytalidium sp. 
 เชืÊอรา Neoscytalidium sp. เป็นเชืÊอราทีÉมีความซบัซอ้นในการตัÊ งชืÉอ และมีชืÉอเรียกไดห้ลาย
ชืÉอ  โดยในปี  1993 ได้จัดตัÊ งชืÉอเชืÊ อรา Scytalidium sp. ในระยะพิคนิเดีย (pycnidia stage) ว่า 
Hendersonula toruloidea ต่อมาในปี 1999 Lacaz และคณะได้ทําการเปลีÉยนชืÉอเป็น Nattrasia 
mangiferae แต่ยงัคงให้ชืÉอ Hendersonula toruloidea และ  Scytalidium sp. เป็นชืÉอคลา้ย ต่อมาปี 
2006 Crous และคณะไดเ้ปลีÉยนชืÉอเป็น Neoscytalidium dimidiatum (hyalinum) (Machado et al., 
2012) ในปี 1997 Msikita และคณะรายงานว่าพบ จากการสาํรวจโรครากและตน้เน่า (root and stem 
rot) ของมันสําปะหลังในแอฟริกาตะวันออก พบเชืÊอรา Nattrassia mangiferae เข้าทําลายมัน
สาํปะหลงัก่อให้เกิดโรคดงักล่าวสูงถึง 40.6 เปอร์เซ็นต์ ทาํการพิสูจน์โรคพบว่าก่อให้เกิดโรคจริง 
ต่อมาในปี 2002 Hillocks and Wydra รายงานว่าโรคเน่าดาํ (black rot) ของมนัสาํปะหลงัเกิดจากเชืÊอ
รา S. lignicola ในปี 2005 Msikita และคณะรายงานว่าโรครากและตน้เน่า (root and stem rot) ของ
มนัสาํปะหลงัในประเทศเบนนินเกิดจากเชืÊอรา S. hyalinum สร้างความเสียหาย 85 เปอร์เซ็นต์ ในปี 
2014 Al-Sadi และคณะรายงานว่าเชืÊอรา N. dimidiatum ก่อให้เกิดโรครากเน่าของส้มในประเทศ
โอมาน ต่อมาในปี 2014 Machado  และคณะรายงานว่า N. hyalium ก่อให้เกิดโรคโคนและรากเน่า 
(collar and root rot) ของสบู่ดาํซึÉงเป็นพืชตระกลูเดียวกบัมนัสาํปะหลงั และยงัก่อให้เกิดโรคหัวเน่า
ดํา  (black root rot) ของมันสําปะหลังในบราซิล ซึÉ งในประเทศยงัไม่มีการรายงานว่าเชืÊ อรา 
Neoscytalidium sp. ก่อโรคพืชในประเทศไทย 
 2.6.2.2 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเชืÊอรา Neocytalidium sp. 
 Neoscytalidium sp. มีการสร้างโคนีเดีย (conidia) 2 แบบ โดยแบบทีÉ 1 จะสร้าง arthoroconidia 
คือมีลกัษณะสปอร์ต่อกนัเป็นลูกโซ่ มีสีเขม้ เรียกลกัษณะนีÊ ว่า Scytalidium-like (Machado, 2012) 
แบบทีÉ 2 จะสร้างโคนิเดียในพิคนิเดีย (pycnidia) ซึÉงเรียกว่า Fusicoccum-like (Machado et al., 2012) 
ซึÉงจะสร้างพิคนิเดียในเฉพาะพืชอาศยัหรือสิÉงยึดเกาะเท่านัÊนไม่สร้างบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ โดยการ
สร้างโคนีเดียจากโคนิดิโอจีนัสเซลล ์(conidiogenous cells) ในพิคนิเดีย โค-นิดิโอจีนัสเซลลเ์ป็น
แบบโฮโลบลาสติก (holoblastic) คือ โคนิดิโอจีนสัเซลล ์เกิดจากผนงัดา้นในของพิคนิเดียม โคนิดิ-
โอจีนสัเซลลมี์จาํนวนคงทีÉแน่นอน ทีÉสามารถใชใ้นการจดัจาํแนกชนิดได ้ซึÉงแต่ละอนัจะแยกกนัอยู่
อยา่งเดีÉยว ๆ โดยมีพาราไฟซิส (paraphyses) กัÊน โคนิดิโอจีนัสเซลลมี์รูปร่างเป็นทรงกระบอก ใส 
ผวิเรียบ โคนิเดียระยะอ่อนเซลลเ์ดียวใสไม่มีสี แต่ต่อมาจะมีการสร้างผนังกัÊน แบ่งเป็น 3 เซลล ์โดย
เซลลต์รงกลางทึบสีนํÊ าตาล หัวทา้ยใส ผนังจะหนาและเหนียวขึÊน  โคนิเดียมีรูปร่างรีหัวทา้ยแหลม 
(ellipsoid to nearly fusiform) (Machado, 2012; Machado et al., 2012; Machado et al., 2014a, 
2014b; Polizzi et al., 2011) 
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 2.6.3 ปัจจยัทีÉมผีลต่อการเจริญเตบิโตของเชืÊอราในวงศ์ Botryosphaeriaceae 
 ปัจจยัหลกัทีÉมีผลต่อการเจริญเติบโตของเชืÊอราในวงศ ์Botryosphaeriaceae นัÊน มีหลายอยา่ง 
เช่น แหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน ค่า pH อุณหภูมิ และ แสง โดยแหล่งคาร์บอนจะช่วยเร่งการเจริญ
ของเสน้ใยของเชืÊอรา เสน้ใยจะเจริญไดดี้ในอาหารทีÉมีนํÊ าตาลซูโครส มอลโตส และแป้ง แต่เจริญได้
นอ้ยในอาหารทีÉมีนํÊ าตาลฟรักโตส,ไซโลส และเซลลโูลส นอกจากนีÊ ในวงศ ์ Botryosphaeriaceae ยงั
เจริญไดดี้ในแหล่งทีÉมีไนโตรเจนเป็นเคซีน ไฮโดรไลเซท โพแทสเซียมไนเตรท และแอลแอสพารา-
จีน แต่เจริญไดน้อ้ยในดีฟีนิลอาลานีน และแอลเมธิโอนีน และค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเลีÊยง
เชืÊอทีÉเหมาะสมต่อการเจริญของเชืÊอราจะอยู่ในช่วง pH 4-5 และ 7.1 (สุมิตรา แสงวนิชย,์ 2547) 
อุณหภูมิทีÉเหมาะสมสาํหรับการเจริญของเชืÊอราอยูใ่นช่วง 24-30 องศาเซลเซียส ในสภาพธรรมชาติ
อุณหภูมิทีÉเชืÊอราในวงศ ์ Botryosphaeriaceae สามารถเจริญและก่อให้เกิดโรคในพืชได ้อยู่ในช่วง 
25.9-31.5 องศาเซลเซียส (กาญจนา นิรภยั และเอกชยั ชูเกียรติโรจน์, 2552; Singh, 2000) แสงหรือ
ช่วงเวลาในการรับแสงเป็นปัจจยัหนึÉงทีÉสาํคญัและมีอิทธิพลมากทีÉสุดต่อการสร้างหรือไม่สร้างพิคนิ-
เดีย จดัอยู่ในกลุ่มของเชืÊอราทีÉตอบสนองต่อแสง near UV และแสงสีนํÊ าเงิน การทีÉเชืÊอราจะมีการ
สร้างพิคนิเดีย จะตอ้งไดรั้บแสงนานถึง 16 ชั Éวโมงต่อวนั หากไดรั้บแสงน้อยกว่า 4 ชั Éวโมงต่อวนั 
เป็นระยะเวลานานเกิน 23 วนัจะทาํใหเ้กิดการยบัย ัÊงการสร้างสปอร์ของเชืÊอรา (Cilliers et al., 1993) 
แสงทีÉมีความเขม้ขน้ตํÉาสุดทีÉจะช่วยกระตุน้การสร้างพิคนิเดีย คือ 15 ฟุตเทียนต่อเนืÉองกนัเป็นเวลา 4 
วนั เมืÉอเพิÉมความเขม้ขน้ การสร้างพิคนิเดียจะมากขึÊนและจะคงทีÉทีÉความเขม้ขน้ของแสง 180 ฟุต
เทียน ทัÊงนีÊ แสงมีผลต่อการสร้างพิคนิเดีย และสปอร์ของเชืÊอรา แต่ไม่มีผลการการเจริญของเส้นใย
ของเชืÊอราแต่อย่างใด (สุมิตรา แสงวนิชย์, 2547) การสร้างสปอร์หรือ  conidia ของเชืÊอรา 
Lasiodiplodia spp. เกิดขึÊนไดย้ากหรือไม่เกิดขึÊนเลยบนอาหาร PDA (potato dextrose agar) ปกติ แต่
ในการจดัจาํแนกเชืÊอราใน Class Deuteromycetes ซึÉงลกัษณะเด่นคือการสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศ
นัÊนจะใชล้กัษณะของสปอร์และการสร้างสปอร์เป็นสาํคญั (Baird, 2004) ซึÉงการชกันาํให้เกิดการ
สร้างสปอร์ของเชืÊอรา Lasioddiplodia spp. อาจทาํไดโ้ดยการเพาะเลีÊยงราบนผลไมที้Éเป็น host ตาม
ธรรมชาติ เช่นบนผลกลว้ย ผลชมพู ่(อุดม ฟ้ารุ่งสาง และคณะ, 2548)  และทิÊงไวจ้นผลไมมี้ลกัษณะ
เป็นมมัมีÉ คือผิวแห้ง แข็งและมีสีดาํ conidiomata จะถูกสร้างขึÊนและฝังตวัอยู่ใน host เพืÉอรอทีÉจะ
ปล่อย mature conidia ออกมาเมืÉอถึงเวลาทีÉเหมาะสม อยา่งไรก็ตามมีรายงานการชกันาํให้เกิดสปอร์
ของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. บนอาหารเลีÊยงเชืÊอไดเ้ช่นกนั โดยเติมชิÊนส่วนของ host ของเชืÊอราลง
ในอาหารเลีÊยงเชืÊอ เช่น ในปี 2004 Pavlic และคณะชกันาํให้เกิดสปอร์โดยการเติม pine needles ทีÉ
ปราศจากเชืÊอลงในอาหาร 2 เปอร์เซ็นต ์MEA (malt extract agar) บ่มทีÉ 25 องศาเซลเซียส และให้รับ
แสง แบบ near UV จึงจะสามารถกระตุน้ใหเ้กิดการสร้างสปอร์ได ้ในปี 2008 Alves และคณะใชก้าร
เติม poplar twigs ทีÉปราศจากเชืÊอลงใน 2 เปอร์เซ็นต์ PDA บ่มทีÉอุณหภูมิห้องและให้รับแสง
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ธรรมชาติ ต่อมาในปี 2012 Machado เติม maize straw ลงใน WA (water agar) ทีÉอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เก็บในทีÉมืดสลบักบัทีÉมีแสงโดยแบ่งเก็บในทีÉมืด 12 ชั Éวโมง ทีÉมีแสง 12 ชั Éวโมงต่อวนั นาน 
3-4 สัปดาห์ และในปี 2014 Machado และคณะเติม twig of Pinus ลงใน WA ทีÉอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เก็บในทีÉมืดสลบักบัทีÉมีแสงโดยแบ่งเก็บในทีÉมืด 12 ชั Éวโมง ทีÉมีแสง 12 ชั Éวโมงต่อวนั นาน 
3-4 สปัดาห์ เพืÉอกระตุน้ใหส้ร้างสปอร์ 
 2.6.4 วงจรการเกดิโรค 
 เชืÊอรา Lasiodiplodia และ Neoscytalidium สามารถอาศยัอยู่ไดท้ัÊ งในเศษซากพืช (saprophytic) 
อาศยัอยู่ในพืชทีÉเจริญเติบโตแต่ไม่ก่อให้เกิดโรค (endophtic) และเมืÉอมีสิÉงแวดลอ้มทีÉเหมาะสมยงั
สามารถก่อใหเ้กิดโรค (paraphytic) (Alves et al., 2008; Phillips et al., 2013; Machado et al., 2014a, 
2014b) เชืÊอรา Lasiodiplodia และ Neoscytalidium ก่อให้เกิดโรคกบัท่อนพนัธุ์ หรือลาํตน้ทีÉแก่แลว้
และตกคา้งในไร่ โดยจะอาศยัอยูใ่นท่อนพนัธุม์นัสาํปะหลงัทีÉไดเ้ก็บคา้งไวใ้นแปลงก่อนนาํไปปลูก 
โดยจะแสดงอาการตัÊงแต่ท่อนพนัธุไ์ม่งอก ตอ้งมีการปลูกซ่อมเป็นจาํนวนมาก เชืÊอเหล่านีÊ สามารถ
เขา้ทาํลายในระยะตน้กลา้โดยจะมีลกัษณะอาการแคระแกรน ใบซีดเหลือง ชํÊ าดาํ ตน้เล็กเหีÉยวแห้ง 
บริเวณตน้มี pycnidia ของเชืÊอรา กระจายเต็มตน้บริเวณโคนตน้เหนือดิน การเขา้ทาํลายของเชืÊอรา 
Lasiodiplodia และ Neoscytalidium ในระยะ 4 เดือนหลงัปลกูจนถึงระยะเก็บเกีÉยว ตน้มนัสาํปะหลงั
จะค่อย ๆ โทรม แต่ไม่ตาย มีลกัษณะอาการใบร่วง ตน้แหง้ บริเวณโคนตน้จะแหง้ บา้งตน้แตกเป็นสี
นํÊ าตาลไหมถึ้งดาํ ระบบท่อนํÊ าท่ออาหารจะเน่ากลายเป็นสีดาํ โดยจะลุกลามจากแผลรอยตดัของท่อน
พนัธุ ์หรือลาํตน้ทีÉเป็นแผล ทาํใหเ้ปลือกบวมเน่าเป็นสีนํÊ าตาลดาํ มีกลุ่มเม็ด pycnidia ของเชืÊอราขึÊน
บนเปลือกแลว้จะแหง้ตายบริเวณโคนตน้ซึÉงเป็นบาดแผลทีÉทาํให้เชืÊอราตวัอืÉนสามารถเขา้ทาํลายได ้
(กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน 2545; Duchanee et al., 2015a, 2015b) ในระยะหลงัการเก็บเกีÉยวเชืÊอรา
ดงักล่าว สามารถทาํใหก่้อใหเ้กิดโรคหัวเน่าโดยจะมีลกัษณะหัวเน่าดาํ อีกทัÊ งเชืÊอราดงักล่าวยงัเป็น 
secondary pathogen ทีÉ เข้าทาํลายร่วมกับเชืÊออืÉนทาํให้มีอาการของโรคหัวเน่าในลกัษณะต่าง ๆ 
รุนแรงมากขึÊน (complex disease) (Banito et al., 2010; Bua and Okello, 2011; Buensanteai and 
Athinuwat, 2012; Machado et al., 2014a, 2014b) แพร่ระบาดโดยเชืÊอจะแพร่ไปกบัท่อนพนัธุ์และ
เขา้ทาํลายเมืÉอมีสภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสม เชืÊอราจะเขา้ทางแผล และลุกลามมากขึÊนเมืÉอมีความชืÊน
สูง (กลุ่มอนุรักษน์ํÊ าและดิน 2545; Messiga et al., 2004) 
 2.6.5 การควบคุมโรค 
 เชืÊอเหล่านีÊ มีความสามารถในการอยู่รอดไดดี้ในดิน และยงัเป็นเชืÊอทีÉมีพืชอาศยัหลายชนิด
สามารถควบคุมโรคดงันีÊ  1) การเตรียมแปลงปลกู ควรจะเป็นดินร่วน มีการระบายนํÊ าดี ไม่ควรเป็นทีÉ
เคยมีนํÊ าท่วมขงัหรือใกลท้างระบายนํÊ า หากดินระบายนํÊ ายาก ควรปลูกโดยวิธียกร่อง ก่อนทาํการ
ปลกูควรไถดินและตากแดดไวป้ระมาณ 10-15 วนั 2) ทาํความสะอาดแปลงก่อนปลกูโดยการทาํลาย
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เศษพืชทีÉเป็นแหล่งเพาะเชืÊอโรค 3) คดัเลือกท่อนพนัธุที์Éสมบูรณ์ ปราศจากโรคเตรียมท่อนพนัธุ์ดว้ย
ความระมดัระวงัอยา่ใหบ้อบชํÊ า 4) ชุบท่อนพนัธุด์ว้ยสารสารเคมี เช่น mancozeb, copper oxycholoride 
(400 ppm.) captan+carbendazim (2,000 ppm.) หรือการแช่ท่อนพนัธุด์ว้ยเชืÊอจุลินทรียที์Éมีประโยชน์ 
เช่น Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum และ T. virens (กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน 2545; Buensanteai 
et al., 2013) 5) หากพบโรคนีÊ ระบาดมาก่อน หรือทีÉดินเป็นทีÉเปิดป่าใหม่ควรปลูกพืชหมุนเวียนพวก
ธญัพืชก่อนปลูกมนัสําปะหลงั เพืÉอลดปริมาณเชืÊอโรคนีÊ  6) หากพบอาการรากเน่าเกินกว่า 3 
เปอร์เซ็นต์ ควรงดปลูกพืชนานอย่างน้อย 6 เดือน 7) ถา้เป็นพืÊนทีÉระบาดแลว้ ให้เก็บเศษเหงา้มนั
สาํปะหลงัไปเผาทิÊงใหห้มด เนืÉองจากเป็นแหล่งเพาะเชืÊอโรคทีÉสามารถอยู่คา้งไดเ้ป็นปี เพืÉอเป็นการ
ตดัวงจรการแพร่กระจายเชืÊอไม่ใหลุ้กลามต่อไป 8) ควรปรับสภาพดินให้มีความเป็นด่างสูงขึÊน โดย
ใชปู้นขาว หรือปูนมาร์ล (ชาติชาย ศิริพฒัน์, 2557) 
   
2.7  วธีิการตรวจสอบเพืÉอระบุเชืÊอราสาเหตุโรคต้นและรากเน่าดํามันสําปะหลัง 
  2.7.1 การตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
  การจาํแนกชนิดเชืÊอราสาเหตุโรคพืชโดยทั Éวไปพิจารณาจากลกัษณะและสีของเสน้ใยทีÉเจริญ
บนอาหารทีÉแตกต่างกนั (ขนิษฐา มากรุง, 2548) การตรวจสอบโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง 
(Light microscope) และอิเลก็ตรอน (electron microscope) โดยการใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง
ใชใ้นการตรวจสอบลกัษณะ ขนาด สีของโคนิเดียและเสน้ใย ส่วนการตรวจเชืÊอดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนเป็นวิธีทีÉใชส้าํหรับบ่งชีÊสภาพการติดเชืÊอและรูปร่างลกัษณะ ตลอดจนโครงสร้างของ
เซลลเ์ชืÊอในการใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด scanning electron microscope (SEM) 
สามารถช่วยในการตรวจเกีÉยวกบัรูปทรงของเชืÊอและสภาพการอยู่อาศยับนเซลลพื์ช และการใช้
กลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องผ่าน h transmission electron microscope (TEM) สามารถบอก
ไดถึ้งตาํแหน่งหรือบริเวณส่วนของเนืÊอเยืÉอทีÉมีการตรวจพบเชืÊอราสาเหตุโรคกลอ้งจุลทรรศน์ เป็น
การตรวจวินิจฉยัเพืÉอยนืยนัว่าเชืÊอดงักล่าวเป็นเชืÊอสาเหตุของโรคหรือไม่ ซึÉงตอ้งกระทาํควบคู่ไปกบั
วิธีอืÉน ๆ ซึÉงจะช่วยใหส้ามารถพิสูจน์ลกัษณะและคุณสมบติัของเชืÊอสาเหตุของโรคดงักล่าว 
  การจาํแนกตามลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเชืÊอรา  Lasiodiplodia และ  Neoscytalidium 
โดยทั Éวไปพิจารณา จากลกัษณะขนาด และรูปร่างของ paraphyses conidiogenous cells และconidia 
เป็นสําคัญเพืÉอใช้เป็นข้อมูลพืÊนฐานในการศึกษาความหลากหลายของเชืÊอราสาเห ตุโรคพืช          
โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชืÊอรา  Lasiodiplodia สรุปได้ตามตารางทีÉ  2.6 และเชืÊอรา 
Neoscytalidium  อาจสรุปไดต้ามตารางทีÉ 2.7 
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ตารางทีÉ 2.6 แสดงลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชืÊอรา Lasiodiplodia  
ชนิดของเชืÊอรา 
ขนาดโคนิเดีย 
L/W ratio 
ขนาดพาราไฟซิส 
ทีÉมา 
ยาวxกว้าง (ไมโครเมตร) ยาวxกว้าง เส้นแบ่ง 
L. citricola 22-27x12-17 1.6 125x3-4 1-5, aseptate Abdollahzadeh et al., 2010 
L. crassipora 27-30x14-17 1.8 45.7x2.7 septate Burgess et al., 2006 
L. egyptiacae 20-24x11-12 1.8 57x2-3 aseptate Ismail et al., 2012 
L. euphorbicola 15-23x9-12 - 76x2-4 septate Machado et al., 2014b 
N. dimidiatum 17-24x10-12 - 40x2-3 septate Machado et al., 2014a 
L. gonubiensis 32-36x16-18.5 1.9 38.1x2.3 aseptate Pavlic et al., 2004 
L. hormozganensis 18–24×11–14 1.7 83 × 2–4 1–7-septate Abdollahzadeh et al., 2010 
L. iraniensis 17-23x11-14 1.6 127x2-4 1-6 septate Machado et al., 2014b 
L. jatrophicola 22–26×14–17 - 70 × 3  0-1 septate  Machado et al., 2014b 
L. macrospora 28–35×15–17    -    105 × 3–4 septate Machado et al., 2014b 
L. mahajangana 15.5–19×11.5–13 - 43 × 3 1–2-septate Begoude et al., 2010 
L. margaritacea 14–17×11–12      -     37.1 × 2.2  - Pavlic et al., 2008 
L. pava 16-23.5x10.5-13 1.5 105 x 3-4 septate Alves et al., 2008 
L. psudotheobromae  23.5-32 x 14-18 1.7 58 x 3-4 - Alves et al., 2008 
L. psudotheobromae 16-26 x 10-12 - 65 x 2-3 - Machado et al., 2014a 
L. thailandica 22-25x13-15    -    51 x 1-1.5 septate 
Trakunyingcharoen et al., 
2015b 
L. theobromae  21-31x13-15.5 1.9 55 x 3-4 septate Alves et al., 2008 
L. psudotheobromae 23-31x13-15 - 45 x 2 aseptate Machado et al., 2014b 
L. psudotheobromae 24.49-27.49x13.3-14.79 1.8 - - Marques et al.,2013 
L. psudotheobromae 23.3-26.8x14.1-17.3 1.6 - - Li et al., 2015 
L. rubropurpurea 24–33 × 13–17 1.9 42.4 x  2.6 aseptate Burgess et al., 2006 
L. venezuelensis 26–33 × 12–15 2.1 28.3 x  3.5 septate Burgess et al., 2006 
Lasiodiplodia sp. 22.5-27.5x13-15 - - - Begoude et al., 2010 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
26 
ตารางทีÉ 2.7  แสดงลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชืÊอรา Neoscytalidium 
 
 2.7.2  การตรวจสอบลกัษณะพนัธุกรรมโดยใช้เทคนิคปฏิกริิยาลูกโซ่จาํลองตวั 
 ในปัจจุบนัเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่จาํลองตวั หรือเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) 
ถกูนาํมาใชก้นัอยา่งแพร่หลายในงานดา้นเทคโนโลยีชีวภาพ โดยเฉพาะอย่างยิ Éงในห้องปฏิบติัการ
อณูชีววิทยา ซึÉงสาํหรับงานตรวจจาํแนกดีเอ็นเอและการเพิÉมปริมาณ DNA งานดา้นการโคลนนิÉง 
(gene cloning) การทาํแผนทีÉยนี (gene mapping) การทาํพนัธุวิศวกรรม (genetic engineering) ในทาง
การเกษตร PCR ถกูนาํมาใชใ้นการปรับปรุงพนัธุ์พืชและสัตว ์และการตรวจวินิจฉัยเชืÊอสาเหตุของ
โรคพืช เป็นตน้ ปฏิกิริยาลกูโซ่ Polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคการเพิÉมปริมาณดีเอ็น
เอในหลอดทดลอง โดยมีดีเอน็เอเป้าหมายซึÉงถกูทาํใหเ้ป็นดีเอน็เอสายเดีÉยว (denature) เพืÉอใชใ้นการ
สร้างดีเอ็นเอสายคู่ทีÉเป็นคู่สมกนั ซึÉงการสังเคราะห์ดีเอ็นเอจะเกิดขึÊนไดต้อ้งมีจุดเริÉ มตน้เป็นสายคู่ 
ฉะนัÊนในการทาํปฏิกิริยาจึงมีการเติมดีเอน็เอสายเดีÉยวเสน้สัÊน ๆ เขา้ไปจบักบัดีเอ็นเอเป้าหมายซึÉงอยู่
ในลกัษณะเป็นดีเอ็นเอสายเดีÉยว ดีเอ็นเอสายเดีÉยวเส้นสัÊนทีÉเป็นส่วนเริÉ มต้นนีÊ  เรียกว่า ไพร์เมอร์ 
(primers) และจะตอ้งมีการเติมส่วนประกอบอืÉน ๆ เพืÉอให้เกิดปฏิกริยา ไดแ้ก่ เอนไซมดี์เอ็นเอพอลลิเมอ-
เรส (DNA polymerase) บฟัเฟอร์ แมกนีเซียมคลอไรด์ และนิวคลีโอไทด์ ทัÊ ง 4 ชนิด (dNTP) ไดแ้ก่ 
dGTP, dATP, dCTP และ dTTP (ชลิดา เล็กสมบรูณ์, 2557) การระบุชนิดเชืÊอราสาเหตุโรคพืชโดย
วิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเทคนิคด้านชีวโมเลกุล โดยการถอดรหัสพันธุกรรม (DNA 
sequence) ซึÉงดีเอน็เอ (deoxyribonucleic acid, DNA) เป็นส่วนประกอบทีÉสาํคญัของโครโมโซมอยู่
ใน nucleus ของเซลล ์โดยทาํหน้าทีÉส่งผ่านขอ้มูลทางพนัธุกรรม มีองค์ประกอบทางเคมีเฉพาะตวั 
และโครงสร้างโมเลกุลเป็นสายคู่ของ double helix ในแต่ละสายของ DNA เกิดจากการเรียงตวัของ 
nucleotide โดยการเรียงตัวของ nucleotide ในแต่ละสายของ DNA จะต่อกันด้วยพันธะ 
phosphodiester bond ซึÉงเกิดจากการต่อระหว่าง phosphate ทีÉ carbon ตาํแหน่ง 5´ ของ nucleotide 
กบัหมู่  OH ของ carbon ตาํแหน่ง 3´ ของ nucleotide ซึÉงเป็น complementary ซึÉงกนัและกนัมา
เชืÉอมต่อกันด้วยพนัธะไฮโดรเจน  (hydrogen bond) จากความสัมพนัธ์ดังกล่าว เมืÉอทราบลาํดับ 
ชนดิของเชืÊอรา 
ขนาดโคนิเดีย ขนาดอาร์โธรโคนิเดีย 
ทีÉมา 
ยาวxกว้าง (ไมโครเมตร) ยาวxกว้าง (ไมโครเมตร) 
Neoscytalidium hyalinum(dimidiatum) 10–16×3.5–6.5  4–16.5×8.5 Phillips et al., 2013 
N. dimidiatum 8-12×4-5  4-12×2.5-8 Machado et al., 2014b 
N. dimidiatum 5-12x3-5 6-12x3-6 Machado et al., 2014a 
N.novaehollandiae 10.5-12.5×4-5  5.5-7.5×3.5-4.5 Pavlic et al., 2008 
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nucleotide เพียงสายใดสายหนึÉ ง ก็จะสามารถบอกลาํดบั nucleotide ทีÉเป็นคู่ complementary กนัได้
เช่นกนั (พชัรีย ์วิชยานุวติั, 2543) 
 เทคนิค PCR พฒันาขึÊนเมืÉอปี พ.ศ. 2528 โดย Kary Mullis และคณะนักชีวเคมีของบริษทั 
Cetus Corporation (มาลินี อศัวดิษฐเลิศ, 2010) เพืÉอใชใ้นการจาํแนก specific DNA sequence ใน
สารละลายทีÉมีกลุ่มของ sequence DNA เป็นจาํนวนมากปะปนกนัอยู่ แลว้เพิÉมปริมาณส่วน targeted 
sequence ขึÊนมาเป็นลา้นเท่าโดยผา่นวิธีกึÉงอตัโนมติัซึÉงใชเ้วลาเพียง 1 หรือ 2 ชั Éวโมงเท่านัÊน จุดเด่น
ของเทคนิค PCR คือ สามารถเพิÉมปริมาณ DNA ไดอ้ยา่งเฉพาะเจาะจงโดยมีขัÊนตอนการทาํงานน้อย 
รวดเร็ว แม่นยาํ และมีความจาํเพาะเจาะจงสูง เนืÉองจากเทคนิคพีซีอาร์มีความไวสูง สามารถเพิÉม
ประมาณดีเอน็เอไดอ้ยา่งรวดเร็ว ดงันัÊนจะตอ้งระมดัระวงัในการปนเปืÊ อนดีเอ็นเอจากภายนอก ใน
ปัจจุบนัมีการประยกุตก์ารทาํพีซีอาร์แบบต่าง ๆ เพืÉอนาํมาใชใ้นการตรวจสอบเชืÊอสาเหตุโรคพืชเพืÉอ
ความสะดวก รวดเร็ว และถกูตอ้ง ซึÉงการเลือกใชขึ้Êนอยูก่บัวตัถุประสงค์ในการตรวจสอบชนิดหรือ
รูปแบบของเชืÊอส่งตรวจ และวสัดุอุปกรณ์ พีซีอาร์ประยุกต์แบบต่าง ๆ ไดแ้ก่ 1) RT-PCR (Reverse 
transcription-polymerase chain reaction) ใชท้าํพีซีอาร์กบั RNA ใชเ้อมไซม ์reverse transcriptase 
ในการเร่งปฏิกิริยาและสงัเคราะห์ดีเอน็เอทีÉมีเบสคู่สมก่อน โดยใชใ้นไวรัสพืช 2) Multiplex PCR ใช้
ไพรเมอร์หลายคู่ หรือเรียกว่า multiprimer PCR วิธีนีÊ ใชใ้นการทดสอบเชืÊอหลาย ๆ ชนิดในครัÊ งเดียว 
แต่ตอ้งระวงัในการใชไ้พร์เมอร์และขัÊนตอนการจบัคู่ของไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอเป้าหมาย นิยมใชใ้น
การตรวจสอบเชืÊอไฟโตพลาสมา ไวรัส ไวรอยด ์และไสเ้ดือนฝอยศตัรูพืช 3) BIO-PCR เป็นเทคนิค
ทีÉใชต้รวจสอบเชืÊอสาเหตุโรคจากเซลลสิ์Éงมีชีวิตโดยตรง โดยนาํเชืÊอทีÉเลีÊยงจากอาหารมาใชใ้นการทาํ
พีซีอาร์โดยไม่ตอ้งสกดัดีเอน็เอ นิยมใชใ้น แบคทีเรีย 4) Real-time PCR เป็นเทคนิคทีÉนาํเทคโนโลยี
ของฟลอูอเรสเซนตม์าใชร่้วมกบัพีซีอาร์ ทาํใหว้ิเคราะห์ผลไดใ้นขณะทีÉเกิดปฏิกิริยาและไดผ้ลอย่าง
ต่อเนืÉอง โดยไม่ตอ้งรอใหเ้สร็จสิÊนปฏิกิริยา 5) RAPD-PCR ใชพี้ซีอาร์ในการตรวจสอบเครืÉองหมาย
ดีเอน็เอ โดยการใชไ้พรเมอร์เพียงชนิดเดียวและมีขนาดสัÊน 10-12 นิวคลีโอไทด์ โดยไพรเมอร์ทีÉใช้
เป็นแบบไม่จาํเพาะเจาะจงทาํใหมี้โอกาสจบั      ดีเอน็เอไดห้ลายตาํแหน่งและเป็นแบบสุ่ม จากนัÊนจึง
นาํผลทีÉไดม้าวิเคราะห์เปรียบเทียบการปรากฏของแถบดีเอน็เอทีÉถกูสงัเคราะห์ขึÊนมา 6) Nested PCR 
เป็นการทาํพีซีอาร์ 2 ครัÊ ง โดยใชไ้พร์เมอร์ 2 คู่ โดยไพรเมอร์คู่ทีÉ 2 มีตาํแหน่งจบัอยู่ในชิÊนดีเอน็เอทีÉ
ไดจ้ากไพรเมอร์คู่แรก ในการทาํพีซีอาร์ ครัÊ งทีÉ 2 นีÊ อาจใชไ้พรเมอร์คู่เดิม 1 ชนิด คู่ใหม่ 1 ชนิด การ
ใชไ้พรเมอร์ลกัษณะนีÊ เรียกว่า seminested PCR 7) Touch down PCR ปรับให้อุณหภูมิให้สูงกว่า
อุณหภูมิทีÉควรใช ้ในขัÊนตอนการจบัคู่ของไพรเมอร์กบัดีเอน็เอเป้าหมายในรอบแรก ทาํให้ไพรเมอร์
จบักบัดีเอน็เอยาก เพืÉอป้องกนัการจบัคู่ของไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอทีÉมีลาํดบัเบสคลา้ยคลึงกนักบัดีเอ็น
เอเป้าหมายจากนัÊนจึงลดอุณหภูมิลงในรอบต่อมา (ชลิดา เลก็สมบรูณ์, 2557) 
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 ปฏิกิริยาของ PCR ในแต่ละรอบมีขัÊนตอน คือ ปฏิกริยาการแยกคู่ของสายดีเอ็นเอ 
(denaturation) เป็นการทาํใหดี้เอน็เอเสียสภาพธรรมชาติจากทีÉเคยเป็นเส้นคู่กลายเป็นเส้นเดีÉยวเพืÉอ
เปิดโอกาสให ้primer สามารถเขา้ไปจบักบับริเวณทีÉตอ้งการเพิÉมปริมาณบนสายดีเอ็นเอตน้แบบได ้
ขัÊนตอนนีÊทาํไดโ้ดยการใชอุ้ณหภูมิสูงประมาณ 94-95 องศาเซลเซียส เพืÉอทาํลายพนัธะทีÉใชใ้นการ
จบัคู่กนัของเส้นดีเอ็นเอ ปฎิกิริยาการเขา้คู่ของดีเอ็นเอ (annealing) หลงัจากทีÉดีเอ็นเอแยกเป็นเส้น
เดีÉยวแลว้ลดอุณหภูมิลงมาทีÉประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส primer ซึÉงเป็นดีเอ็นเอเส้นเดีÉยวท่อน   
สัÊน ๆ จะเขา้ไปเกาะบริเวณทีÉเป็นคู่ผสมกนับนเสน้ดีเอน็เอตน้แบบ ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์สายดีเอ็น
เอ (extension) หลงัจาก primer เกาะกบัดีเอน็เอตน้แบบเรียบร้อย เมืÉอเพิÉมอุณหภูมิขึÊนมาถึง 72 องศา
เซลเซียส เอนไซม ์DNA polymerase จะเริÉมทาํงานดว้ยการเชืÉอมต่อเบสทัÊงสีÉชนิดโดยจะจดัลาํดบัการ
เรียงตวัของเบส ตามเบสทีÉเป็นคู่สมกนับนเส้นดีเอ็นเอตน้แบบจากขัÊนตอนนีÊ การสร้างสายดีเอ็นเอ
เสน้ใหม่จึงเกิดขึÊน หลงัจากเสร็จสิÊนสามขัÊนตอนถือเป็นหนึÉ งรอบของปฏิกิริยาเพืÉอให้ไดชิ้Êนส่วนดี
เอน็เอทีÉตอ้งการมากพอ เมืÉอมีการทาํซํÊ าในขัÊนตอน 1-3 ของ PCR ให้มีจาํนวนรอบมากขึÊน ส่งผลให้
เกิดการเพิÉมจาํนวนของสายดีเอน็เอขึÊนเป็นจาํนวนมาก กล่าวไดว้่าเทคนิค PCR เป็นเทคนิคทีÉนิยมใช้
ในการวินิจฉัยโรคพืช โดยสามารถใชต้รวจหาดีเอ็นเอของเชืÊอราทีÉมีปริมาณน้อยในพืชได้ และยงั
เป็นเทคนิคทีÉมีความแม่นยาํ เฉพาะเจาะจง และมีความไวสูง (sensitive) (รุ่งทิพย ์สงัขเ์ผอืก, 2557) 
 ในปี 2008 Alves และคณะไดท้าํการจดัจาํแนกเชืÊอรา Lasiodiplodia โดยใชก้ารศึกษาทาง
สณัฐานวิทยาควบคู่กบัการศึกษาทางดว้ยชีวโมเลกุลโดยศึกษาบริเวณ ITS โดยใชไ้พร์เมอร์ ITS1 
(5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G3-’)/ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGAT ATGC-3') 
ร่วมกบับริเวณ EF1-α โดยใชไ้พร์เมอร์ Ef1-688F (5'-CGG TCA CTT GAT CTA CAA GTG C-
3')/Ef1-1251R (5'-CCT CGA ACT CAC CAG TAC CG-3') พบว่าสามารถจดัจาํแนกเชืÊอรา L. 
theobromae, L.psudothobromae และ L.parva ต่อมาในปี 2010 Abdollahzadeh และคณะไดศึ้กษา
เชืÊอรา Lasiodiplodia สปีชีส์ใหม่ในประเทศอิหร่านโดยศึกษาบริเวณ ITS ใชไ้พร์เมอร์ ITS1/ITS4 
ร่วมกับบริเวณ EF1-α โดยใช้ไพร์เมอร์ Ef1-688F/Ef1-1251R พบสามารถจาํแนกเชืÊอราได้ L. 
psudothobromae, L. theobromae, L. hormozganensis, L. gilanensis และ L. iraniensis ในปี 2012 Ni 
และ Yang ไดศึ้กษาการใชเ้ทคนิค PCR ในการตรวจสอบเชืÊอราในวงศ ์Botryosphaeriaceae โดยใช้
ไพรเมอร์เฉพาะเจาะจงในเชืÊอราแต่ละชนิด ซึÉงเชืÊอรา L. theobromae ใชไ้พรเมอร์ Lt397F (5'-GGA AGG 
ATC ATT ACC GAG TTT T-3')/Lt397R (5'-ACG CTT GAG GGC TGA ACA-3') เมืÉอนาํไปตรวจ  
ดูแถบดีเอน็เอดว้ย UV transilluminator พบว่าปรากฏมีขนาดเบส 397 bp ในส่วนของเชืÊอรา Fusicoccum 
aesculi ใชไ้พรเมอร์ Bd318F (5'-CAA ACT CCA GTC AGT AAA CGA T-3')/Bd318R (5'-CTC CGA 
AGC GAG ATG TAT G-3') ปรากฏแถบดีเอ็นเอมีขนาดเบส  318 bp เชืÊ อรา  Neofusicoccum 
mangiferae ใชไ้พรเมอร์ Bd318F/Np479R (5'-CGA GGT CAA CCT TGA GAA ATA A3-') ซึÉงมี
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ขนาดเบส 378 bp และเชืÊอรา N. parvum ใชไ้พรเมอร์ Np479F (5'-CTC GAC TCT CCC ACC CAA-
3')/Np479R ปรากฏแถบดีเอน็เอมีขนาดเบส 479 bp ซึÉงเมืÉอใชไ้พรเมอร์เฉพาะเจาะจงตรวจสอบเชืÊอ
ราชนิดนัÊนก็จะปรากฏแถบดีเอน็เอชนิดนัÊนไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอชนิดอืÉน 
 2.7.3   การศึกษาลกัษณะพนัธุกรรมโดยเปรียบเทียบลาํดับนิวคลโีอไทด์ของเชืÊอราใน
ฐานข้อมูล GenBank 
 ปัจจุบันนีÊ มีการนําข้อมูลทางพันธุกรรม  (genetic data) หรือข้อมูลทางชีวสารสนเทศ 
(bioinformatics data) มาใชใ้นการจาํแนกชนิดของเชืÊอราร่วมกบัการใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยาทีÉมี
ขอ้จากดัในการจาํแนก ขอ้มูลทางพนัธุกรรมนีÊ ใชส้าํหรับการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
และการวิเคราะห์ทางสถิติร่วมกบัขอ้มลูทีÉจดัเก็บไวใ้นฐานขอ้มูลโดยทั Éวไปขอ้มูลรหัสพนัธุกรรมทีÉ
ถกูคน้พบโดยนักวิทยาศาสตร์ทั Éวโลก จะถูกนาํไปเก็บไวที้Éฐานขอ้มูลทางพนัธุกรรมของ National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) ทีÉเรียกว่า GenBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) 
ซึÉงเป็นขอ้มลูสาธารณะทีÉสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ไดโ้ดยไม่เสียค่าใชจ่้าย บริเวณทีÉนิยมนาํมาใชใ้น
การศึกษาเพืÉอระบุชนิดของเชืÊอรา เช่น 1) บริเวณ Internal Transcribed Spacer regions1 and 2 
including the 5.8S rRNA gene (ITS) 2) บริเวณ Translation elongation factor 1-alpha gene (EF1-
α) และ 3) บริเวณ beta -tubulin (ßt) เป็นตน้ และนาํขอ้มูลวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์และสร้าง
แผนภูมิวิวฒันาการ (phylogenetic tree) (เบญจพล ศรีทองคาํ, 2559; มลัลิกา มะกรวฒันะ, 2557; Alves 
et al., 2008; Phillips et al., 2013; Machado, 2012; Machado et al., 2014a, 2014b; Trakunyingcharoen 
et al., 2013, 2014, 2015a, 2015b) 
1) บริเวณ Internal Transcribed Spacer regions 1 and 2 including the 5.8S rRNA gene (ITS) 
บริเวณ ITS เป็นบริเวณทีÉนิยมใชใ้นการจดัจาํแนกของเชืÊอรา และศึกษาความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ 
เนืÉองจากสามารถพบไดใ้นเชืÊอราทุกชนิด ตาํแหน่งของไพร์เมอร์ทีÉใชศึ้กษาส่วนใหญ่ จะอยู่บริเวณ 
ITS1-5.8S-ITS2 และมีขนาดแตกต่างกนัในเชืÊอราแต่ละชนิดอยู่ในช่วงประมาณ 500-900 คู่เบส 
ถึงแมว้่าปัจจุบนัจะยงัไม่ทราบถึงบทบาทหนา้ทีÉของบริเวณ ITS ทีÉมีต่อเชืÊอราแต่พบว่าเป็นบริเวณทีÉ
ลาํดบันิวคลีโอไทดมี์ความแปรผนัทางพนัธุกรรมสูง เหมาะสาํหรับการจดัจาํแนกความแตกต่างของ
เชืÊอราในระดบัสปีชีร์ (ชยัณรงค ์รัตนกรีฑากุล และพิมพรั์มภา เปีÉ ยมสกุล, 2557; เบญจพล ศรีทองคาํ, 
2559; มลัลิกา มะกรวฒันะ, 2557) 
 2) บริเวณ Translation elongation factor 1-alpha gene (EF1-α) ซึÉง EF-1 α gene เป็นทีÉนิยม
ในการใชศึ้กษาความสมัพนัธข์องเชืÊอราบางชนิด รวมไปถึงการจดัจาํแนกทีÉซบัซอ้น ซึÉงบริเวณนีÊ ทาํ
หนา้ทีÉในการควบคุมการผลิตโปรตีน EF1-α ทีÉมีลาํดบัอนุรักษสู์ง (highly conserved) และมีลกัษณะ
เป็นยนีเดีÉยว (single copy gene) พบกระจายอยู่ทั Éวไปในกระบวนการแปลรหัส (translation) ของย-ู
แคริโอต (eukaryotes) ช่วยเพิÉมประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซม ์RNA polymerase ในขัÊนตอน
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การต่อสายของพอลีเปปไทด์ (polypeptide) มีบทบาทสาํคญัในการนาํ aminoacyl tRNA เขา้มายงั
ตาํแหน่ง A site ของไรโบโซม เพืÉอให้กรดอะมิโนเชืÉอมต่อกนัดว้ย พนัธะเปปไทด์ (peptide bond) 
(เบญจพล ศรีทองคาํ, 2559; มลัลิกา มะกรวฒันะ, 2557) 
3) บริเวณ beta-tubulin (ßt) ซึÉง ßt เป็นหน่วยย่อยของโปรตีนในไมโครทิวบูล ซึÉงประกอบ
ไปดว้ย α -tubulin ß-tubulin γ- tubulin และ ß-tubulin gene sequence มีศึกษากนัอย่างกวา้งขวาง
สาํหรับการตรวจสอบสายวิวฒันาการและความผนัแปรของเชืÊอรา  (เบญจพล  ศรีทองคาํ, 2559; 
มลัลิกา มะกรวฒันะ, 2557) 
สายวิวฒันาการ (evolution) เป็นการศึกษาถึงการเปลีÉยนแปลงของยนี หรือโปรตีน จนกระทั Éง
ก่อให้เกิดความแตกต่างของสิÉงมีชีวิต ก่อให้เกิดสิÉงมีชีวิตชนิดต่าง ๆ ทีÉแตกแขนงออกไปจากสิÉงมี
ชนิดเดียวกนั โดยในการศึกษาสาขานีÊ เป็นการศึกษาจากขอ้มลูของสิÉงมีชีวิตทีÉมีอยูใ่นปัจจุบนั และใช้
ขอ้มูลเหล่านีÊ เพืÉอศึกษายอ้นกลบัไปเพืÉอหาทีÉมา และความสัมพนัธ์ทีÉเคยมีอยู่ในอดีต นอกจากนัÊน
การศึกษาดงักล่าวอาจทาํใหเ้ราสามารถเรียนรู้ถึงสาเหตุของการเปลีÉยนแปลงโดยเฉพาะอย่างยิ Éงการ
เปลีÉยนแปลงทางพนัธุกรรมทีÉทาํให้สิÉงมีชีวิตบางชนิดสูญพนัธุ์ไป หรือทาํให้สิÉงมีชีวิตชนิดหนึÉ งถูก
เปลีÉยนไปเป็นสิÉงมีชีวิตอีกชนิดหนึÉง ซึÉงความรู้เหล่านีÊอาจมีประโยชนอ์ยา่งมากมายสาํหรับการรักษา
โรคทีÉเกีÉยวขอ้งกบัพนัธุกรรมทีÉเป็นอยูใ่นปัจจุบนั หรือการปรับปรุงพนัธุพื์ช และสตัวด์ว้ยวิธีการทาง
ชีวโมเลกุลพนัธุศาสตร์เพืÉอให้พืชหรือสัตว์มียีนในรูปแบบทีÉเราต้องการได้ผลจากการศึกษาใน
ความสมัพนัธเ์หล่านีÊ  จะมีความชดัเจนขึÊนไดด้ว้ยแผนภูมิทีÉแสดงให้เห็นถึงความสัมพนัธ์ หรือจุดทีÉ
เกิดการเปลีÉยนแปลงของสิÉงมีชีวิตชนิดหนึÉ งไปเป็นสิÉงมีชีวิตอีกชนิดหนึÉ ง โดยแผนภูมิดงักล่าวจะมี
โครงสร้างคลา้ยกบัตน้ไม ้ซึÉงประกอบดว้ยกิÉงกา้นสาขา ซึÉงแตกแขนงออกจากจุดร่วมเดียวกนั ดงันัÊน
จึงเรียกแผนภูมินีÊ ว่า แผนภูมิตน้ไม ้หรือ phylogenetic tree หรือ tree of life หรือ evolutionary tree 
ในอดีตการสร้าง phylogenetic tree มกัสร้างจากขอ้มูลของลกัษณะปรากฏ หรือ phenotypic data 
เนืÉองจากเป็นขอ้มูลทีÉเก็บบนัทึกได ้ โดยไม่ยุ่งยากมากนัก อย่างไรก็ตาม ลกัษณะปรากฏหลาย ๆ 
ลกัษณะมีอิทธิพลเนืÉองจากสิÉงแวดลอ้มเขา้มาเกีÉยวขอ้งกบัการแสดงออกดว้ย ดงันัÊนการใชข้อ้มูล
ดงักล่าวในการสร้าง tree เพืÉอศึกษาความสมัพนัธร์ะหว่างสิÉงมีชีวิต จึงมีความคลาดเคลืÉอนค่อนขา้ง
สูง การใชข้อ้มลูจากลาํดบัของดีเอน็เอในการศึกษาความสมัพนัธจึ์งเป็นทีÉนิยมหลงัจากทีÉเทคโนโลยี
ดา้นเทคโนโลยชีีวโมเลกุลไดถ้กูพฒันาจนมีความกา้วหนา้อยา่งรวดเร็วดงัทีÉเป็นอยู่ในปัจจุบนั (มนัสยา 
สิงห์โต, 2551; อมรรัตน์ โมฬี , 2549) 
Phylogenetic tree เป็นแผนภูมิทีÉมีโครงสร้างคลา้ยรากของตน้ไมมี้ 2 ชนิด คือ 1) Root 
phylogenetic tree: เป็น phylogenetic tree ทีÉแสดงให้เห็นถึง common ancestor ของ OUT ทัÊ งหมดทีÉ
ใชใ้นการสร้าง tree โดย OUT จะมีจุดกาํเนิดมาจากสิÉงมีชีวิตเดียวกนั และแตกแขนงออกมาเป็น
สิÉงมีชีวิตทีÉแตกต่างออกไป 2) Unroot phylogenetic tree (starlike phylogenetic tree): เป็น phylogenetic 
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tree ทีÉแสดงใหเ้ห็นถึงความสมัพนัธร์ะหว่างกลุ่มของสิÉงมีชีวิต ทีÉเราตอ้งการศึกษา โดยหลายกรณีทีÉ
ยงัไม่สามารถระบุ common ancestor ได ้ดงันัÊนลกัษณะของ tree จึงแสดงใหเ้ห็นเพียงความสัมพนัธ์
ทีÉใกลชิ้ดหรือห่างไกลของกลุ่มสิÉงมีชีวิตเหล่านัÊ นเท่านัÊน แต่จะไม่แสดงจุดเริÉ มตน้ของสิÉงมีชีวิต
เหล่านีÊ  การสร้าง tree ในกรณีนีÊขอกล่าวเฉพาะการใช ้molecular data ในการสร้าง tree เท่านัÊน โดย
การสร้าง tree ดงักล่าวสามารถแบ่งออกเป็นขัÊนตอนสาํคญั ๆ ไดท้ัÊงหมด 4 ขัÊนตอน ดงันีÊ  
ขัÊนตอนทีÉ 1) Selection for sequence for analysis โดยทั Éวไปแลว้เราสามารถใช  ้DNA, RNA 
หรือลาํดบัของโปรตีนเพืÉอการสร้าง tree ไดท้ัÊงสิÊน ทัÊ งนีÊ ขึÊนอยู่กบัวตัถุประสงค์ในการศึกษาของเรา 
แต่ในหลายกรณีการสร้าง tree ดว้ยขอ้มลู DNA sequence นัÊนจะใหข้อ้มลูทีÉเป็นประโยชน์กว่าการใช้
ขอ้มลูทีÉเป็น Protein หรือ RNA sequence ทัÊงนีÊดว้ยเหตุผล คือ (1) DNA sequence ทีÉ code เป็นโปรตีน
ชนิดหนึÉ ง ๆ ในสิÉงมีชีวิตทีÉแตกต่างกนันัÊน อาจมีบริเวณ DNA sequence ทีÉเหมือนและแตกต่างกนั 
โดยเฉพาะอยา่งยิ ÉงบริเวณทีÉเป็นปลาย 5’ และ 3’ ซึÉงมกัเป็นบริเวณทีÉไม่มีการ translation และพบว่า
บริเวณเหล่านีÊ เป็นบริเวณทีÉมีลาํดบัของ DNA ทีÉมีความแตกต่างกนัค่อนขา้งมากในสิÉงมีชีวิตทีÉแตกต่าง
กนั ซึÉงความแตกต่างดงักล่าวนีÊ เราจะไม่สามารถพบไดถ้า้ทาํการศึกษาใน Protein sequence เนืÉองจาก
เป็น DNA sequence ทีÉเป็น code ของ Protein ชนิดเดียวกนั (2) จาํนวน nonsynnonymous substitution   
(d n) ซึÉงหมายถึง sequence ทีÉมีความแตกต่างกนัในโปรตีนชนิดเดียวกนักบัจาํนวน synonymous 
substitution (d s) ซึÉงหมายถึง sequence ทีÉมีความเหมือนกนัในโปรตีนชนิดเดียวกนัโดยจาํนวนทีÉ
แตกต่างกนัของ d n และ d s อาจเป็นขอ้มูลทีÉบ่งบอกถึงสาเหตุของการเปลีÉยนแปลงต่าง ๆ ได ้เช่น
กรณีทีÉ d n<d s บ่งบอกถึงการเกิด negative selection หรือ purify selection ซึÉงมกัเกิดในกรณีทีÉ
โปรตีนเหล่านัÊนเป็น critical protein สิÉงมีชีวิตเหล่านัÊนไม่สามารถขาดโปรตีนเหล่านีÊ  หรือโปรตีน
เหล่านีÊถา้เสียสภาพไปแลว้ไม่สามารถ function ไดเ้ลย และสิÉงมีชีวิตเหล่านีÊ ตอ้งเปลีÉยนแปลงตวัเอง
หรือสูญพนัธุ์ไปในทีÉสุด ในขณะทีÉถา้ d n>d s แสดงถึงการเป็น positive selection ซึÉงหมายถึงการ
เปลีÉยนแปลงเพืÉอใหส้ามารถดาํรงเผา่พนัธุสื์บต่อไปได ้
ขัÊนตอนทีÉ 2) Multiple sequence alignment of homozygous Protein or DNA ขัÊนตอนของ
การทาํการ alignment sequence นีÊ มีความสาํคญัอยา่งมากสาํหรับการนาํขอ้มลูเหล่านีÊมาสร้าง tree ผล
การเรียงลาํดบัขอ้มลู alignment ทีÉผดิพลาดจะทาํให้ได ้tree ทีÉมีความคลาดเคลืÉอนจากความเป็นจริง 
Multiple sequence alignment เป็นการ alignment sequence ของ DNA หรือโปรตีนพร้อมกนัหลาย ๆ 
sequence โดยการ align นีÊ เป็นการหา residues ทีÉเป็น homologous ทัÊง column ไปทีละcolumn ตลอด
ทัÊ ง sequence โดยการทาํ Multiple alignment นัÊนจะทาํเมืÉอโปรตีนหรือ DNA sequence ทีÉเราศึกษา
นัÊนมีความสมัพนัธก์บั DNA หรือ Protein sequence อืÉนอีกจาํนวนมาก โดยความสมัพนัธก์นัเช่นนีÊ มี
ความเป็นไปไดสู้งมากทีÉจะมีโครงสร้างหรือหน้าทีÉทีÉใกลเ้คียงกนัซึÉงสามารถนาํไปสู่ขอ้มูลของการ
เกิดวิวฒันาการไดผ้ลลพัธข์องการทาํ Multiple alignment จะรายงานคู่ sequence ทีÉมี similarity score 
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สูงสุด และลดหลั Éนกนัลงมาทีละคู่ และ score เหล่านีÊ จะถูกนาํมาสร้างเป็น tree ต่อไป โดยทั Éวไป 
software ทีÉใชใ้นการสร้าง tree นัÊน หลงัจากขัÊนตอนของการทาํ Multiple alignment เรียบร้อยแลว้จะ
ให ้guide tree ซึÉงเป็น tree เบืÊองตน้ เพืÉอใชส้าํหรับการสร้าง phylogenetic tree ในขัÊนต่อไป 
ขัÊนตอนทีÉ 3) Tree building Method วิธีการทีÉใชส้าํหรับการสร้าง phylogenetic tree ทีÉนิยม
ใชก้นัปัจจุบนัมีดงันีÊ  คือ (1) Distance-based method และ (2) Character-based method  
(1) Distance-based method เป็นวิธีการสร้าง tree ดว้ยการคาํนวณค่า distance ระหว่าง
molecular sequence เพืÉอใชใ้นการสร้าง tree เป็นวิธีการทีÉรวดเร็วและไม่ซบัซอ้น วิธีการทีÉใช ้
Distance-based method ทีÉนิยมมี 2 วิธี คือ (1.1) Unweighted pairs group method with arithmetic 
mean (UPGMA) เป็นวิธีทีÉง่ายทีÉสุดในการสร้าง tree โดยมีหลกัการคือ นาํ distance ของคู่ sequence 
ทีÉสัÊนทีÉสุดมาใชใ้นการคาํนวณเพืÉอสร้างเป็น subtree จากนัÊนก็ใชคู้่ sequence ทีÉมีความสัÊนรองลงมา 
มาใชใ้นการสร้าง subtree ถดัไป ทาํเช่นนีÊ จนครบทุกคู่ ก็จะได ้phylogenetic tree ทีÉสมบูรณ์ (1.2) 
Neighbor Joining (NJ) เป็นวิธีการสร้าง tree แบบ unrooted tree มีโครงสร้างทีÉเรียกว่า starlike 
structure โดยหลกัการของวิธีการนีÊ คือการหาคู่  sequence ทีÉมี distance ทีÉสัÊนทีÉสุดในแต่ละขัÊนตอน 
เช่นเดียวกบัวิธี UPGMA แต่ตอนทีÉนาํมาสร้าง tree นัÊน ทีÉมี distance สัÊนทีÉสุดจะถูกนาํมาวางใกลก้นั 
และเรียงต่อกนั ถดักนัไปเรืÉอยจนครบทุกคู่ วิธีการนีÊ จะนิยมใชก้นัเมืÉอมีกลุ่มของสิÉงมีชีวิตจาํนวนมาก
ทีÉตอ้งการศึกษาหาความสมัพนัธ ์
(2) Character–based Methods ซึÉงประกอบดว้ย 2 วิธีหลกั ๆ คือ Maximum parsimony (MP) 
และ Maximum likelihood (ML) หลกัการของ MP คือ tree ทีÉดีทีÉสุดคือ tree ทีÉมี branch ทีÉสัÊนทีÉสุด
เท่าทีÉจะเป็นไปได ้ในขณะทีÉ ML นัÊนจะมีหลกัการการคน้หา tree ทีÉมีความน่าจะเป็นสูงทีÉสุดในการทีÉ
จะเป็น tree ทีÉแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างสิÉงมีชีวิตอย่างแทจ้ริง โดย ML จะมีการประมาณหาค่า 
parameter บางตวัเพืÉอใชใ้นการบ่งบอกว่า tree ใดควรเป็น tree ทีÉมีความน่าจะเป็นสูงทีÉสุดในการทีÉ
จะเป็น tree ทีÉบ่งบอกถึงความสัมพนัธ์ทีÉแทจ้ริงได ้ เป็นวิธีการทีÉมีความแม่นยาํทีÉสุดวิธีการหนึÉ ง
อยา่งไรก็ตามวิธี ML นัÊนเป็นวิธีทีÉมีความซบัซอ้นทีÉสุด 
ขัÊนตอนทีÉ 4: Evolution Tree Using Randomizing Test and Bootstrapping หลงัจากทีÉทาํการ
สร้าง tree เสร็จเรียบร้อยแลว้ จาํเป็นอยา่งยิ ÉงทีÉจะตอ้งประเมินว่า tree ทีÉไดมี้ความแม่นยาํ (accuracy) 
มากนอ้ยเพียงใด ซึÉง accuracy นีÊหมายถึงระดบั (degree) ทีÉจะบ่งบอกว่าจะเป็น tree ทีÉแทจ้ริง เทคนิค
ทีÉใชใ้นการประเมินความแม่นยาํของ tree ทีÉสร้างไดน้ัÊน เป็นทีÉนิยมโดยทั Éวไปคือ Bootstrapping 
Technique วิธี Bootstrap นีÊ  ไม่ใช่เป็นการคาํนวณหาค่า accuracy แต่อย่างใด แต่เป็นการแสดงให้
เห็นถึงความคงทนของโครงสร้างของ tree (robustness of the tree) โดยหลกัการของเทคนิค           
ดงักล่าวคือ การสร้างขอ้มูลจาํลองจาก output ของ Multiple sequence alignment ดว้ยวิธี randomly 
picking column โดยในแต่ละครัÊ งทีÉสร้างขอ้มูลจาํลองเสร็จ จะมีการสร้าง tree จากขอ้มูลจาํลอง
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ดงักล่าว การสร้างขอ้มลูจาํลองจะถกูทาํซํÊ าเป็นจาํนวน 100 หรือ 1000 ครัÊ ง ถา้ tree ทีÉสร้างจากขอ้มูล
จาํลองเหล่านีÊ เหมือนกบั original tree มาก หมายถึงว่า original tree ทีÉไดมี้ความเป็นไปไดสู้งมากทีÉ
จะมีความถูกตอ้งนั Éนเอง ปัจจุบนั (มนัสยา สิงห์โต, 2551; อมรรัตน์ โมฬี, 2549) ค่า bootstrap มี
ความสมัพนัธก์บัความเชืÉอมั Éนในผลการวิเคราะห์สายสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ ค่า bootstrap 85-100 
เปอร์เซ็นต์ แสดงถึงความเชืÉอมั Éนระดบัสูง ค่า bootstrap 71-84 เปอร์เซ็นต์ แสดงถึงความเชืÉอมั Éน
ระดบัปานกลาง ค่า bootstrap 50-71 เปอร์เซ็นต ์แสดงถึงความเชืÉอมั ÉนระดบัตํÉาของสายสัมพนัธ์ทาง
วิวฒันาการ (ดวงกมล ทองอร่าม และคณะ, 2548; Richardson et al., 2000)  
ในปัจจุบนัเป็นวิธีการทีÉนิยมนาํมาใชร้ะบุชนิดของเชืÊอราเป็นอยา่งมากโดยในปี 2008 Pavlic 
และคณะไดใ้ชล้าํดบันิวคลีโอไทดข์องเชืÊอราในวงศ ์Botryosphaeriaceae ในบริเวณ ITS และ EF1-α 
โดยศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกบัการวิเคราะห์สายสัมพนัธ์วิวฒันาการและนาํมาสร้าง
แผนภูมิตน้ไม ้ซึÉงสามารถจาํแนกชนิดของเชืÊอราไดอ้ยา่งแม่นยาํ สามารถจดัจาํแนกตรงกบัลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาแบ่งไดท้ัÊงหมด 5 กลุ่ม และจาํแนกเชืÊอราในวงศ ์Botryosphaeriaceae เพิÉมอีก 7 สปีชีร์ 
ไดแ้ก่ Dothiorella longicollis, F. ramosum, L. mararitacea, N. novaehollandiae, Psudofusicoccum 
adnsoniae, P. ardesiacum และ P. kimberleyense ต่อมาในปี 2010 Abdollahzeh และคณะไดศึ้กษา
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาร่วมกบัการใชล้าํดบันิวคลีโอไทด ์ของเชืÊอรา Lasiodiplodia ในบริเวณ ITS 
และ EF1-α มาวิเคราะห์สายสัมพนัธ์วิวฒันาการและนาํมาสร้างแผนภูมิตน้ไม ้สามารถจดัจาํแนก
ตรงกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ซึÉงจาํแนกเชืÊอรา Lasiodiplodia เพิÉมอีก 4 สปีชีร์ คือ L. citricola, L. gilanensis, 
L. hormozganensis และ L. iraniensis ต่อมาในปี 2014 Machado และคณะไดศึ้กษาลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาร่วมกบัการใช้ลาํดบันิวคลีโอไทด์ ของเชืÊอรา Lasiodiplodia, Macrophomina และ 
Neoscytalidium ในบริเวณ ITS EF1-α และ ßt มาวิเคราะห์สายสัมพนัธ์วิวฒันาการและนาํมาสร้าง
แผนภูมิตน้ไม ้สามารถจดัจาํแนกตรงกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ซึÉงจาํแนกเชืÊอรา Lasiodiplodia 
เพิÉมอีก 4 สปีชีร์ คือ  L. euphorbicola, L. jathophicola, L. macrospora และL. subglobosa เชืÊอรา 
Macrophomina 1 สปีชีร์ คือ M. phaseolina และเชืÊอรา Neoscytalidium 1 สปีชีร์ คือ N hyalinum 
ต่อมาในปี 2015 Trakunyingcharorn และคณะศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกบัการใชล้าํดบั  
นิวคลีโอไทด์ของเชืÊอราในวงศ ์Botryosphaeriaceae ในบริเวณ ITS และ EF1-α มาวิเคราะห์สาย
สัมพนัธ์วิวฒันาการและนาํมาสร้างแผนภูมิตน้ไม ้สามารถจดัจาํแนกตรงกบัลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยา ซึÉงจาํแนกเชืÊอรา Lasiodiplodia เพิÉมอีก 1 สปีชีร์ คือ L. thailandica 
ในการทดลองนีÊ จึงจะทําการระบุชนิดของเชืÊอสาเหตุโรคต้นและรากเน่าดําของมัน
สาํปะหลงัโดย ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ควบคู่กบัการศึกษาทางดา้นชีว-
โมเลกุล คือ ศึกษาลกัษณะทางดา้นชีวโมเลกุลดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่จาํลองตวั (PCR) การสังเคราะห์
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ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequncing) การเปรียบเทียบในฐานขอมูล Genbank และนาํมาวิเคราะห์
สายสมัพนัธว์ิวฒันาการสร้างแผนภูมิตน้ไม ้เพืÉอใหมี้ความแม่นยาํในการระบุเชืÊอสาเหตุโรคยิ ÉงขึÊน  
 
 
 
 
 
 
 
 
บททีÉ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1  การเก็บรวบรวมตวัอย่างมันสําปะหลังทีÉเป็นโรคต้นและรากเน่าจากจงัหวดั
นครราชสีมาและจงัหวดัใกล้เคยีง 
เก็บรวบรวมตวัอยา่งท่อนพนัธุ ์ลาํตน้ ใบ กา้นใบ ราก และหัวมนัสาํปะหลงัทีÉแสดงอาการ
ซึÉงแบ่งเป็น 1) ระยะอาย ุ1-4 เดือน คือ ตน้กลา้ไม่เจริญเติบโต เจริญเติบโตชา้ ใบซีด ใบไหม ้ใบเน่า
ชํÊ า กา้นใบชํÊ าเป็นสีนํÊ าตาลดาํ กิÉงเหีÉยว กิÉงไหม ้และกิÉงเน่าชํÊ า 2) ระยะอายุ 5-9 เดือน โดยแบ่งเป็น
ลกัษณะอาการบนดิน คือ ตน้โทรม ตน้เหีÉยว ยอดไหม ้ใบร่วง ลาํตน้แห้ง โคนตน้บวมแตกเป็นริÊ ว 
โคนเน่า ลกัษณะอาการใตดิ้น โคนตน้ใตดิ้นเน่า ขัÊวหัวมนัสาํปะหลงัเน่า รากและหัวเน่า พร้อมทัÊ ง
เก็บตวัอยา่งตน้ทีÉไม่เสดงลกัษณะอาการบนดินแต่แสดงลกัษณะอาการใตดิ้นทีÉอยูใ่กลก้นัหรือบริเวณ
เดียวกนั โดยสุ่มเก็บตวัอย่างจากพืÊนทีÉๆ มีการแพร่ระบาดของโรคใน 3 จังหวดั 6 อาํเภอ ไดแ้ก่        
จ.นครราชสีมา ในอ.เมือง อ.ครบุรี และอ.เสิงสาง จ.นครสวรรค์ ใน อ.ตากฟ้า และอ.ตาคลี และ      
จ.ชยัภูมิ ในอ.เทพสถิตย ์ระหว่างเดือนมิถุนายน 2556-พฤษภาคม 2558 ทาํการบนัทึกรายละเอียด
อาการของโรคในแปลงปลกูโดยบนัทึกส่วนของพืชทีÉแสดงอาการ ตาํแหน่งทีÉแสดงอาการ ลกัษณะ
อาการ ลกัษณะแผล ลกัษณะพิเศษทีÉพบบริเวณแผล และอายุพืช จากนัÊ นนาํมาศึกษาลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาของเชืÊอราเบืÊองตน้ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ จดัจาํแนกลกัษณะอาการ จดักลุ่มลกัษณะเชืÊอ
ราทีÉปรากฏ และนํามาแยกเชืÊอสาเหตุโรค ณ ห้องปฏิบัติการโรคพืชและชีวโมเลกุลพืช อาคาร
เครืÉองมือ 3 มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี เพืÉอนาํมาตรวจสอบเชืÊอราสาเหตุโรคต่อไป  
 
3.2  การแยกเชืÊอราจากมันสําปะหลังทีÉแสดงอาการโรคต้นและรากเน่า 
นาํตวัอยา่งทีÉแสดงอาการของโรคทีÉเก็บไดใ้นขอ้ทีÉ 3.1 มาทาํการแยกเชืÊอให้บริสุทธิÍ ดว้ยวิธี 
tissue transplanting technique บนอาหาร water agar (WA) ส่วนตวัอย่างทีÉคาดว่าเกิดจากเชืÊอรา 
Phytophthora sp. ใชอ้าหารเฉพาะ (selective medium) คือ อาหาร potato dextrose agar (PDA) ผสม
กบั benomyl rifampicillin nystatin ampicillin และ pentachloronitrobenzene (BRNAP) (อมรรัตน์  
ภู่ไพบูลย ์และคณะ, 2555; อมรรัตน์ ภู่ไพบูลย,์ 2552; Drenth and Sendall, 2001; Masago et al., 
1972) โดยทาํความสะอาดชิÊนส่วนมนัทีÉเก็บมาดว้ยนํÊ าสบู่หรือนํÊ าเปล่าให้สะอาด เช็ดให้แห้ง ใช้
ใบมีดทีÉผ่านการฆ่าเชืÊอตัดบริเวณเนืÊอเยืÉอส่วนทีÉเป็นส่วนต่อระหว่างเนืÊอเยืÉอดีกับส่วนทีÉเป็นโรค 
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จากนัÊนฟอกฆ่าเชืÊอดว้ย clorox 10 เปอร์เซ็นต์ (NaOCl 1%) เป็นเวลา 1-2 นาที ขึÊนอยู่กบัขนาด
ชิÊนส่วนของเนืÊอเยืÉอใชป้ากคีบ คีบยา้ยชิÊนส่วนมนัมาลา้งในนํÊ ากลั Éน นึÉ งฆ่าเชืÊอเป็นเวลา ประมาณ 1 
นาที ซบัชิÊนส่วนดว้ยกระดาษกรองนึÉงฆ่าเชืÊอจากนัÊนใชเ้ข็มเขีÉย เขีÉยชิÊนส่วนมนั วางบนอาหาร WA 
ส่วนตัวอย่างทีÉคาดว่าเกิดจากเชืÊอรา Phytophthora sp. หลงัจากทาํความสะอาดและแห้งแลว้ ตัด
ตวัอย่างให้มีขนาดประมาณ 3x5 เซนติเมตร จากนัÊนจุ่มแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต์นาํผ่านไฟเป็น
เวลา 1-2 วินาที จากนัÊนใช้ใบมีดทีÉผ่านการฆ่าเชืÊอตดับริเวณเนืÊอเยืÉอส่วนทีÉเป็นส่วนต่อระหว่าง
เนืÊอเยืÉอดีกบัส่วนทีÉเป็นโรค เป็นชิÊนสีÉเหลีÉยม ขนาดประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร จากนัÊนใชป้ากคีบ 
คีบชิÊนส่วนมนั วางบนอาหาร PDA+BRNAP บ่มทีÉอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั
หลงัจากนัÊนยา้ยเส้นใยทีÉเจริญออก มารอบ ๆ เนืÊอเยืÉอพืช ตรวจสอบเส้นใยภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
และไปเลีÊยงบนอาหาร Half potato dextrose agar (HPDA) และ PDA+BRNAP เป็นเวลา 15 วนั เพืÉอ
กระตุ้นให้เชืÊอสร้างสปอร์ บนัทึกลกัษณะโคโลนี และสปอร์ของเชืÊอราภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์       
ทาํการจดัจาํแนกเชืÊอราทีÉพบทัÊ งหมดโดยเปรียบเทียบกบัเอกสารของวิจยั รักวิทยาศาสตร์ (2551); 
นิรมิต ประทุมรัตน์ (2528); อมรรัตน์ ภู่ไพบูลย ์(2552); Barnett and Hunter (1972) และ Drenth and 
Sendall (2001 จากนัÊนเก็บเชืÊอลงบน PDA slant agar เก็บในตูอุ้ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เบญจพล 
ศรีทองคาํ, 2559) โดยจากการศึกษาเบืÊองตน้จากขอ้ 3.1 และจากการแยกเชืÊอราจากขอ้ 3.2 บนัทึก
สดัส่วนของเชืÊอราสาเหตุโรคทีÉแยกไดแ้ต่ละชนิดโดยคิดสดัส่วนเป็นเปอร์เซ็นต ์จากตวัอยา่งทัÊงหมด 
และทาํการคดัเลือกเชืÊอราสาเหตุโรคชนิดทีÉพบมากทีÉสุดเพืÉอนาํไปศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาและ
ชีวโมเลกุลต่อไป  
 
3.3  การแยกสปอร์เดีÉยว (single spore) ของเชืÊอราทีÉแยกได้จากมนัสําปะหลังทีÉเป็นโรค
สาเหตุโรคต้นและรากเน่าดํา 
นาํเชืÊอทีÉแยกได ้ยา้ยลงบนอาหาร PDA ทีÉผสมกบัสเตรปโตมยัซิน (PDAS) อตัราส่วน 25 
มิลลิกรัมต่อลิตร (ออ้ยทิพย ์ พูลสวสัดิÍ , 2553) บ่มเป็นเวลา 7 วนั ทีÉอุณหภูมิห้อง จากนัÊนใช ้ cork 
borer ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 50 มิลลิเมตร เจาะชิÊนวุน้บริเวณขอบโคโลนีของเชืÊอรา ยา้ยลงในขวด
อาหาร WA ปริมาตร 10 มิลลิลิตรซึÉงบรรจุไมจิ้Êมฟัน ทีÉนึÉ งฆ่าเชืÊอแลว้เป็นจาํนวน 2 รอบ (ดดัแปลง
จาก Machado, 2012) บ่มในทีÉแสงสลบัมืด 12 ชั Éวโมง ทีÉอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั 
(ดดัแปลงจาก Latha et al., 2009; Marques et al., 2013; Machado 2012; Machado et al., 2014a, 
2014b; Msikita et al., 2005; Trakunyingcharoen et al., 2014) เพืÉอให้เชืÊอสร้างพิคนิเดีย (pycnidia) 
จากนัÊนทาํการแยกสปอร์เดีÉยว (single spore) โดยนาํพิคนิเดียของเชืÊอราทีÉไดม้าผสมกบักรดแลคติค 
(100 เปอร์เซ็นต์ lactic acid) ตามวิธีการของ Machado (2012) วดัความเข้มขน้ของสปอร์ดว้ย  
Hematocytometer ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 10
1
-10
3 
โคนิเดียต่อมิลลิลิตรโดยปรับความเขม้ขน้ดว้ยนํÊ ากลั Éน
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นึÉงฆ่าเชืÊอ นาํสารแขวนลอยเชืÊอเกลีÉย (spread plate) ดว้ยแท่งแกว้รูปตวั L ลงบนอาหาร WA บ่มไวที้É
อุณหภูมิ หอ้งเป็นเวลา 24 ชั Éวโมง จากนัÊนจึงทาํการยา้ยโคโลนีเดีÉยวลงบนอาหาร PDAS เพืÉอใชใ้น
การศึกษาต่อไป (ดดัแปลงจาก รุ่งทิพย ์สงัขเ์ผอืก, Śŝŝş)  
 
3.4  การทดสอบความสามารถในการก่อโรคและประเมินความรุนแรงของเชืÊอ    
pathogenicity and virulently test) 
 นาํเชืÊอราทีÉไดจ้ากในขอ้ 3.3 มาใชใ้นการทดสอบความสามารถในการก่อโรคและประเมิน
ความรุนแรงของโรคกบัมนัสาํปะหลงัพนัธุอ่์อนแอ พนัธุ ์CMR 89 อาย ุ8 เดือน ตามขัÊนตอนดงัต่อไปนีÊ  
 3.4.1  การทดสอบความสามารถในการก่อโรคในสภาพห้องปฏิบตักิารและโรงเรือน 
3.4.1.1  ในสภาพห้องปฏิบัตกิาร  
 ทดสอบความสามารถในการก่อโรคลงบนชิÊนส่วนของมนัสาํปะหลงั 2 ส่วน ไดแ้ก่ หัวและ 
ท่อนพนัธุ ์1) คดัเลือกหวัมนัสาํปะหลงัทีÉมีขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 40-50 มิลลิเมตร ตดัให้ไดค้วาม
ยาว 100 มิลลิเมตร (ดดัแปลงจาก Machado et al. 2014a; Onyeka et al., 2005) นาํมาลา้งดว้ยนํÊ าเปล่า 
ผึÉงให้แห้ง จากนัÊนฟอกฆ่าเชืÊอดว้ย clorox 30 เปอร์เซ็นต์ (NaOCl 3 เปอร์เซ็นต์) เป็นเวลา 1 นาที 
จากนัÊนลา้งนํÊ าเปล่านึÉงฆ่าเชืÊอ 3 ครัÊ ง นานครัÊ งละ 1 นาที ผึÉงให้แห้ง ทาํแผลโดยใช ้cork borer ขนาด
เสน้ผา่นศนูยก์ลาง 6 มิลลิเมตร เจาะบริเวณกึÉงกลางของหวัมนัสาํปะหลงัใหลึ้ก 5 มิลลิเมตร โดยเจาะ 
1 แผลต่อหวั จากนัÊนนาํเชืÊอราจากขอ้ 3.3 เลีÊยงบนอาหาร PDAS บ่มเป็นเวลา 7 วนั ทีÉอุณหภูมิห้อง 
ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 6 มิลลิเมตร เจาะชิÊนวุน้บริเวณขอบโคโลนีของเชืÊอรา วางลง
บนบริเวณแผลทีÉทาํการเจาะไว ้1 ชิÊนวุน้ต่อหัว เก็บในสภาพกล่องชืÊน (moistchamber) (Machado, 
2012) ทาํการใหค้วามชืÊนเพืÉอใหส้ภาพเหมาะสมต่อการเกิดโรค เก็บไวที้Éอุณหภูมิห้อง  ตรวจผลการ
เกิดโรควนัแรกทีÉมนัสาํปะหลงัแสดงอาการของโรค เป็นเวลา 7 วนั บนัทึกผลการทดลองโดยทาํการ
ตรวจวดัขนาดแผลโดยการใชมี้ดผ่าตามแนวขวางบริเวณกลางชิÊนวุน้ทีÉทาํการปลูกเชืÊอ วดัขนาดแผล
ตามเส้นผ่านศูนยก์ลางของหัวมนัสาํปะหลงั โดยดดัแปลงจาก Trakunyingcharoen et al. (2013) 2) 
คดัเลือกท่อนพนัธุม์นัสาํปะหลงัทีÉมีขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 20-30 มิลลิเมตร ตดัใหไ้ดค้วามยาว 100 
มิลลิเมตร (ดดัแปลงจาก Banito et al., 2010; Machado et al., 2014b; Msikita et al., 1997, 2005; 
Onyeka et al., 2005) ทาํตามวิธีทีÉ 1) เก็บไวที้Éอุณหภูมิหอ้ง ตรวจผล หลงัจากการปลูกเชืÊอ 15 วนั ใช้
มีดผา่ตามแนวยาวบริเวณกลางชิÊนวุน้ทีÉทาํการปลูกเชืÊอ วดัขนาดแผลตามแนวยาวของท่อน (ดดัแปลง
จาก Chen et al., 2016; Ismail et al., 2012; Li et al., 2015; Trakunyingcharoen et al., 2013, 2015a) วาง
แผนการทดลองแบบ CRD4 ซํÊ า ๆ ละ 1 หัว/ท่อน ทาํการแยกเชืÊอบริสุทธิÍ  (re-isolate) ทาํการทดลอง
เช่นเดียวกบัขอ้ 3.2 และขอ้ 3.3 ตามลาํดบั 
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 3.4.1.2  ในสภาพโรงเรือนทดลอง 
 โดยคัดเลือกท่อนพนัธุ์มนัสําปะหลงัตามข้อ 3.4.1 จากนัÊ นนําเชืÊอราจากขอ้ 3.3 เลีÊ ยงบน
อาหาร PDAS บ่มเป็นเวลา 7 วนัทีÉอุณหภูมิหอ้ง ใช ้cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร 
เจาะชิÊนวุน้บริเวณขอบโคโลนีของเชืÊอรา วางลงบนบริเวณแผลทีÉทาํการเจาะไว ้1 ชิÊนวุน้ต่อท่อน 
นาํพาราฟิลม์พนัรอบแผล จากนัÊนนาํไปปลกูในกระถางพลาสติกขนาด 4 นิÊวทีÉบรรจุทรายนึÉ งฆ่าเชืÊอ 
ปริมาตร 500 กรัมต่อกระถางในโรงเรือน เมืÉอครบ 15 วนัหลงัจากปลูกเชืÊอนําพาราฟิล์มออก 
(ดดัแปลงจาก Machado 2012; Machado et al., 2014b; Trakunyingcharoen et al., 2013, 2015a) ทาํ
การตรวจผลหลงัจากการปลกูเชืÊอ 45 วนั ใชมี้ดผา่ตามแนวยาวบริเวณกลางชิÊนวุน้ทีÉทาํการปลกูเชืÊอ วดั
ขนาดแผลตามแนวยาวของท่อน (ดดัแปลงจาก Chen et al., 2016; Ismail et al., 2012; Li et al., 2015; 
Trakunyingcharoen et al., 2013a, 2015) วางแผนการทดลองแบบ CRD 4 ซํÊ า ๆ ละ 1 ท่อน ทาํการแยก
เชืÊอบริสุทธิÍ  ทาํการทดลองเช่นเดียวกบัขอ้ 3.2 และขอ้ 3.3 ตามลาํดบั คดัเลือกตวัแทนจากไอโซเลตทีÉ
มีความรุนแรงทีÉสุดทัÊ ง 3 การทดลอง จาํนวน 1 ไอโซเลต ไปทดสอบในข้อ 3.4.3 การทดสอบ
ความสามารถในการทาํใหเ้กิดโรคในสภาพแปลงปลกูจาํลองต่อไป  
 ประเมินความรุนแรงของโรค (disease scores) โดยให้คะแนน 1-5 คะแนน ด้วยวิธีทีÉ
ดดัแปลงจาก รุ่งทิพย ์สงัขเ์ผอืก (2557); Messiga et al. (2004) ดงันีÊ  1 = ไม่แสดงอาการ 2 = เกิดแผล
นอ้ยกว่า 25 เปอร์เซ็นตข์องพืÊนทีÉหวั/ท่อน 3 = เกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นตข์องพืÊนทีÉหัว/ท่อน 4 = เกิด
แผล 50-75 เปอร์เซ็นตข์องพืÊนทีÉหวั/ท่อน 5 = เกิดแผลมากกว่า 75 เปอร์เซ็นตข์องพืÊนทีÉหวั/ท่อน 
   
 3.4.2  การเกบ็ Stock ของเชืÊอ 
นาํเชืÊอทีÉผา่นการทดสอบความสามารถในการก่อโรคจากขอ้ 3.4.1 ทัÊ งหมดเลีÊยงในอาหาร 
potato dextrose broth (PDB) เขยา่ทีÉ 120 รอบต่อนาที (rpm) ทีÉอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 วนั กรองเอา
เฉพาะส่วนแขวนลอยสปอร์ ดูดใส่หลอด microcentrifuge tube ปริมาตร 1.5 ml หลอด นาํไปปัÉน
เหวีÉยงทีÉ 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทส่วนใสทิÊง แลว้เติมอาหาร PDB ทีÉมีส่วนผสมของ 30
เปอร์เซ็นต์ glycerol ในอตัราส่วน 1:1 ละลายตะกอนสปอร์ดว้ย vortex mixer แลว้เก็บไวที้Éตู ้
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ตามวิธีของ Huertas-Gonzalez et al. (1999) เพืÉอเก็บไวใ้ชใ้นการทดลอง
ระยะยาวต่อไป (รุ่งทิพย ์สงัขเ์ผอืก, 2557) 
 
 3.4.3  การทดสอบความสามารถในการก่อโรคในสภาพแปลงปลูกจาํลอง 
 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD มี 2 ปัจจยั ปัจจยัทีÉ 1 ไดแ้ก่  วิธีการปลกู คือ ปลกู
แนวตัÊ งและแนวนอน ปัจจยัทีÉ 2 ไดแ้ก่  วิธีการปลูกเชืÊอ คือ 1) การแช่ท่อนพนัธุ์ในสารแขวนลอย
ของเสน้ใยเชืÊอรา 2) การปลูกเชืÊอโดยไมจิ้Êมฟัน 3) การปลูกเชืÊอผสมลงในดินอตัราส่วน 1:100 4) การ
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ปลกูเชืÊอผสมลงในดินอตัราส่วน 1:1000 5) การปลกูเชืÊอผสมลงในดินอตัราส่วน 1:10000 และ 6) ไม่
มีการปลกูเชืÊอ (ชุดควบคุม) ทาํการทดลอง 3 ซํÊ า ๆ ละ 1 ตน้ ปลูกลงบนถุงกระสอบขนาดใหญ่ (big 
bag) ขนาดบรรจุ 500 กิโลกรัม นาํมาตดัแบ่งครึÉ ง นาํไปลา้งใหส้ะอาด ผึÉงใหแ้หง้ จากนัÊนนาํดินใส่ลง
ในถุงจนเต็ม ขนาดบรรจุประมาณ 200 กิโลกรัมต่อถุงดงัแสดงในภาพ 3.1  
 3.4.3.1  การปลูกเชืÊอด้วยการแช่ท่อนพนัธ์ุในสารแขวนลอยของเส้นใยเชืÊอรา  
 โดยนาํเชืÊอราทีÉผา่นการคดัเลือกจากขอ้ 3.4.1 และ 3.4.2 ทีÉมีความรุนแรงของโรคมากทีÉสุด
แลว้ 1 ไอโซเลต เลีÊยงบนอาหาร PDAS บ่มเป็นเวลา 7 วนั ทีÉอุณหภูมิห้อง ใช ้cork borer ขนาดเส้น
ผา่นศนูยก์ลาง 6 มิลลิเมตร เจาะชิÊนวุน้บริเวณขอบโคโลนีของเชืÊอรา ยา้ยลงในขวดอาหาร WA บ่ม
ในทีÉแสงสลบัมืด 12 ชั Éวโมง ทีÉอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนั ตามขอ้ 3.3 จากนัÊนนาํ
ท่อนมนัสดสบัหยาบขนาดประมาณ 2-3 เซนติเมตร บรรจุลงในถุงพลาสติกกนัร้อน ถุงละ 200 กรัม 
นาํไปนึÉ งฆ่าเชืÊอ จาํนวน 2 รอบ จากนัÊนนาํไมจิ้ÊมฟันทีÉมีเส้นใยของเชืÊอราเจริญปกคลุมใส่ลงในถุง
อาหารจาํนวน 2 แท่งต่อถุง บ่มทีÉอุณหภูมิหอ้งเวลา 15 วนั จากนัÊนนาํเชืÊอบนท่อนมนัสดสับหยาบ 2 
กิโลกรัมมาผสมนํÊ า 5 ลิตร นาํท่อนพนัธุที์Éเตรียมไว ้แช่นาน 10 นาที (ดดัแปลงจาก วราภรณ์ สุทธิสา
และคณะ, 2553; วิพรพรรณ์ เนืÉองเม็ก และมนัส ทิตยว์รรณ, 2556; Madiha et al., 2012) ปลูกลงใน
ถุงกระสอบ  
3.4.3.2  การปลูกเชืÊอด้วยไม้จิÊมฟัน  
โดยนาํไมจิ้ÊมฟันทีÉมีเสน้ใยของเชืÊอราเจริญปกคลุมตามขอ้ 3.4.3.1 จาํนวน 1 แท่ง แทงลงบน
ตาขา้งของท่อนพนัธุ์ จาํนวน 1 จุดต่อท่อน (ดดัแปลงจาก Ghissi et al., 2014; Juboory and Juber, 
2013; Pryor et al., 2000) ปลกูลงในถุงกระสอบ 
  3.4.3.3   การปลูกเชืÊอผสมลงในดิน  
  โดยนําเชืÊอบนท่อนมนัสดสับหยาบ ตามขอ้ 3.4.3.1 ผสมลงในดิน 3 อตัราส่วนได้แก่ 1) 
อตัราส่วน 1:100 เชืÊอบนท่อนมนั 2 กิโลกรัมหรือ 10 ถุง 2) อตัราส่วน 1:1,000 เชืÊอบนท่อนมนั 0.2 
กิโลกรัมหรือ 1 ถุง และ 3) อตัราส่วน 1:10,000 เชืÊอบนท่อนมนั 20 กรัม ผสมในแต่ละอตัราส่วนลง
ในถุงกระสอบทีÉมีดินบรรจุประมาณ 200 กิโลกรัม ผสมให้ทั Éว จากนัÊ นจึงปลูกมนัสําปะหลัง 
(ดดัแปลงจาก วราภรณ์ สุทธิสาและคณะ, 2553)  
  โดยการทดลองมีทัÊงหมด 12 กรรมวิธี ดงันีÊ  
  กรรมวิธีทีÉ 1 ปลกูแนวตัÊง ไม่มีการปลกูเชืÊอ 
 กรรมวิธีทีÉ 2  ปลกูแนวตัÊง มีการปลูกเชืÊอดว้ยการแช่ท่อนพนัธุ์ในสารแขวนลอยของเส้น
ใยเชืÊอรา 
 กรรมวิธีทีÉ 3  ปลกูแนวตัÊง มีการปลกูเชืÊอดว้ยไมจิ้Êมฟัน 
 กรรมวิธีทีÉ 4  ปลกูแนวตัÊง มีการปลกูเชืÊอผสมลงในดิน 1:100 
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 กรรมวิธีทีÉ 5  ปลกูแนวตัÊง มีการปลกูเชืÊอผสมลงในดิน 1:1,000 
 กรรมวิธีทีÉ 6  ปลกูแนวตัÊง มีการปลกูเชืÊอผสมลงในดิน 1:10,000 
 กรรมวิธีทีÉ 7  ปลกูแนวนอน ไม่มีการปลกูเชืÊอ 
 กรรมวิธีทีÉ 8 ปลกูแนวนอน มีการปลกูเชืÊอดว้ยการแช่ท่อนพนัธุใ์นสารแขวนลอยของเสน้
ใยเชืÊอรา 
 กรรมวิธีทีÉ 9  ปลกูแนวนอน มีการปลกูเชืÊอดว้ยไมจิ้Êมฟัน 
 กรรมวิธีทีÉ 10 ปลกูแนวนอน มีการปลกูเชืÊอผสมลงในดิน 1:100 
 กรรมวิธีทีÉ 11 ปลกูแนวนอน มีการปลกูเชืÊอผสมลงในดิน 1:1,000 
 กรรมวิธีทีÉ 12 ปลกูแนวนอน มีการปลกูเชืÊอผสมลงในดิน 1:10,000 
 ตรวจผลการเกิดโรคหลงัจากปลกูเชืÊอทุกเดือนเป็นเวลา 8 เดือน โดยประเมินผลการเกิดโรค
โดยดูจากระดบัอาการเกิดโรค 6 ระดบั ดว้ยวิธีทีÉดดัแปลงจาก Messiga et al. (2004) ดงันีÊ  0 = พืชไม่
แสดงอาการตน้และรากเน่า 1 = เกิดตน้เน่าแต่พืชสามารถเจริญเติบโตไดโ้ดยรากไม่เน่า 2 = เกิดตน้
ไม่เน่าแต่รากเน่า 1-50 เปอร์เซ็นต ์ของราก 3 = เกิดตน้ไม่เน่าแต่รากเน่า 51-100 เปอร์เซ็นต์ของราก 
4 = ตน้เน่ารากเน่า 1-50 เปอร์เซ็นต ์ของราก 5 = ตน้เน่ารากเน่า 51-100 เปอร์เซ็นต์ 6 = ตน้เน่าไม่มี
การเจริญเติบโต  
 
 
 
ภาพทีÉ 3.1    แสดงการทดสอบความสามารถในการทาํให้เกิดโรคในสภาพแปลงปลูกจาํลองในถุง
กระสอบขนาดใหญ่ (big bag) 
3.5  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชืÊอราทีÉแยกได้ 
3.5.1  ลกัษณะสีของโคโลนีและการเจริญเตบิโต 
นาํเชืÊอราจากขอ้ 3.4.1 มาเลีÊยงบนอาหาร PDAS เป็นเวลา 7 วนั วดัขนาดของโคโลนีพร้อม
บนัทึกลกัษณะของเส้นใย สี ทุกวนั วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทาํการทดลอง 4 ซํÊ าต่อ      
ไอโซเลต (ขนิษฐา มากรุง, 2548; รุ่งทิพย ์สงัขเ์ผอืก, 2557) 
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3.5.2  ลกัษณะของพคินิเดีย (pycnidia) และขนาดของโคนเิดีย (conidia) 
นาํเชืÊอราแต่ละไอโซเลต จากขอ้ 3.4.1 มาเลีÊยงไวบ้นอาหารตามขอ้ 3.3 เป็นเวลา 4-6 สปัดาห์ 
บนัทึกภาพและลกัษณะของพิคนิเดีย ดดัแปลงจากวิธีของ Phillips et al. (2013) และวดัขนาด 50 โคนิเดีย
ต่อไอโซเลต โดยนาํพิคนิเดียของเชืÊอราทีÉไดใ้ส่ลงในกรดแลคติค (100 เปอร์เซ็นต์) ลงบนสไลด์
จากนัÊนปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด ์บนัทึกภาพและลกัษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ทาํการจดักลุ่ม
ของเชืÊอจากลกัษณะของโคนีเดียโดยดดัแปลงจากวิธีการจดักลุ่มเชืÊอราของ Abdollahzadeh et al. 
(2010); Alves et al. (2008); Li et al. (2015); Machado et al. (2014a), (2014b); Pavlic et al. (2008); 
Phillips et al. (2013) เพืÉอใชเ้ป็นขอ้มลูในการระบุชนิดของเชืÊอสาเหตุโรค 
 
3.6 การระบุชนิดของเชืÊอด้วยวธีิชีวโมเลกุล 
 3.6.1 การสกดั genomic DNA ของเชืÊอ 
 สกดั genomic DNA ของเชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงัทีÉผา่นการจดักลุ่ม
ตามลกัษณะทางสัณฐานวิทยา โดยนาํมาเป็นตัวแทนกลุ่ม กลุ่มละ 2 ไอโซเลต โดยดัดแปลงจาก
วิธีการของรุ่งทิพย ์สงัขเ์ผอืก (2557) โดย นาํเส้นใยหรือพิคนิเดีย ไปบดเป็นผงในไนโตรเจนเหลว
โดยใชโ้กร่งบดทีÉเยน็จดั ตกัผงทีÉบดละเอียดแลว้ดว้ยชอ้นตกัสารทีÉแช่ไนโตรเจนเหลวใส่ลงในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กบัผงเสน้ใย จากนัÊนนาํมาปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที เพืÉอแยกตะกอนชิÊนส่วนเซลลอ์อกจากส่วนทีÉเป็นของเหลว นาํส่วนทีÉเป็นของเหลวใส
ไปใส่ในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่แลว้เติม isopropanol ทีÉเยน็จดั ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั ทิÊงไวที้Éอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12-14 ชั Éวโมง นาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที  เพืÉอให ้DNA ตกตะกอนสู่กน้หลอด เทส่วนใสทิÊง จากนัÊนลา้ง
ตะกอน DNA ออกดว้ย ethanol 70 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เทส่วนใสทีÉ
เป็นสารละลายทิÊงให้เหลือเฉพาะ DNA ติดอยู่ทีÉก ้นหลอด จากนัÊ นทิÊงให้แห้งโดยวางคว ํÉาลงบน
กระดาษกรอง 15 นาที ก่อนนาํไปทาํใหแ้หง้ในสภาพสุญญากาศนาน 1 ชั Éวโมง จากนัÊนนาํ DNA ทีÉได้
ใน TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นําไปวดัความเข้มข้นของ  DNA ด้วยเครืÉ อง UV spectro-
photometer ปรับใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของ DNA 5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร นาํไปเก็บไวที้Éอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกว่าจะนาํไปใชต่้อไป 
3.6.2 การศึกษาขนาดของดีเอน็เอ (DNA) ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
นาํชิÊนส่วนดีเอน็เอทีÉสกดัไดจ้ากขอ้ 3.6.1 มาเพิÉมปริมาณดว้ยเทคนิค PCR ดว้ยไพรเมอร์ จาํนวน 
3 คู่ ไดแ้ก่ 1) บริเวณ internal transcribed spacer regions1 and 2 including the 5.8S rRNA gene (ITS) 
ไพร์เมอร์ ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3')/ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT 
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GC-3') (Alves et al., 2008; Chen et al., 2016; Li et al., 2015) 2) บริเวณ translation elongation factor 
1-alpha gene (EF1-α) ไพร์เมอร์ Ef1-688F (5'-CGG TCA CTT GAT CTA CAA GTG C-3')/Ef1-
1251R (5'-CCT CGA ACT CAC CAG TAC CG-3') (Abdollahzadeh et al., 2010; Alves et al., 
2008; Motokura et al.; 2014) และ 3) บริเวณ beta -tubulin (ßt) ไพร์เมอร์ Bt2a (5'-GGT AAC CAA 
ATC GGT GCT GCT TTC-3') /Bt2b (5'-ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC-3') (Glass 
and  Donaldson 1995; Machado et al., 2014b; O'Donnell and Cigelnik 1997) โดยดดัแปลงจาก รุ่งทิพย ์
สงัขเ์ผอืก (2557) ซึÉงในปฏิกิริยาทัÊงหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดว้ยดีเอน็เอของเชืÊอ 1 ไมโครลิตร, 
10X amplifier buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลาร์ DNTP Mix ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร, 50 
mM MgCl2 ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร แลว้ปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้ 25 ไมโครลิตรดว้ย Distillate water นาํไปใส่เครืÉอง PCR thermocycler (ยีÉหอ้ BIO-
RAD) กาํหนดอุณหภูมิเป็นรอบตามโปรแกรมทีÉเหมาะสมกบั Primer โดยอุณหภูมิและเวลาทีÉใชใ้น
ขัÊนตอนของ PCR คือ initial denaturation ทีÉอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที, denaturation ทีÉ
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, annealing ทีÉอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 1 นาที (สาํหรับ
ตาํแหน่ง EF1-α และ ßt) และทีÉอุณหภูมิ 52 องศาเซลเซียสนาน 1 นาที (สาํหรับตาํแหน่ง ITS), 
extension ทีÉอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เพิÉมปริมาณดีเอน็เอ จาํนวน 35 รอบ และจากนัÊน
ปรับอุณหภูมิ Final extension ทีÉ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีตามวิธีของ Machado et al. (2014b) 
เก็บทีÉอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนาํไปทาํการทดลองต่อไป นาํ PCR product ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร ผสมกบั loading dye 2 ไมโครลิตรและ novel juice 6x loading buffer ของบริษทั Gene 
DireX 1 ไมโครลิตรนาํมาตรวจผลิตภณัฑ ์PCR โดยใชว้ิธีการอิเลก็โตรโฟรีซีส (electrophoresis) บน 
1 เปอร์เซ็นต ์agarose gel ใน 1X TBE buffer ทีÉความต่างศกัย ์100 โวลต ์นาน 25 นาทีหรือเมืÉอแถบสี
ของ loading buffer เคลืÉอนทีÉไปอยูอี่กปลายดา้นหนึÉงของเจลโดยห่างจากดา้นล่างถาดประมาณ 1 เซน-
ติเมตร ตรวจดูแถบดีเอน็เอดว้ย UV transilluminator พร้อมกบับนัทึกภาพ 
 
3.6.3   การยนืยนัชนดิของเชืÊอด้วยวธิ ีDNA sequencing  
นาํ PCR product บริสุทธิÍ ทีÉไดใ้นขอ้ทีÉ 3.6.2 ส่งตรวจโดยใชบ้ริการของบริษทั แปซิฟิกไซ-
เอ็นซ์ จาํกัดแลว้นาํผลการตรวจทีÉไดม้าเปรียบเทียบความเหมือน (identity) หรือความคลา้ยคลึง 
(similarity) ของลาํดบันิวคลีโอไทด์กบัฐานขอ้มูล (homology or similarity search) เพืÉอวิเคราะห์
ลาํดบันิวคลีโอไทด์ และทาํนายลกัษณะ เพืÉอระบุชนิดของเชืÊอโดยใช้โปรแกรม BLASTS บน
เครือข่ายอินเตอร์เน็ตของ GenBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov)  
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3.6.4  การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์และการสร้างแผนภูมวิวิฒันาการของเชืÊอ  
นาํลาํดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างเชืÊอราในสกุล Lasiodiplodia และ Neoscytalidium ทีÉได้
จากการทดลองและจากฐานข้อมูล  Genbank ทีÉ มีความใกล้เคียงกับตัวอย่าง มาจัดเรียงแนว
ความสัมพนัธ์ (multiple sequence aliment) ดว้ยโปรแกรม Clustal W (Li et al., 2015) วิเคราะห์
ขอ้มูลทีÉได้โดยการสร้างแผนภูมิวิวฒันาการทัÊ งหมด โดยวิธี neighbor joining (NJ) Unweighted 
pairs group method with arithmetic mean (UPGMA) และ Maximum likelihood (ML) ด้วย
โปรแกรม MEGA 6 (Li et al., 2015; Machado et al., 2014a, 2014b; Tamura et al., 2013) (ดงัแสดง
ในภาคผนวก ข) ซึÉงในแต่ละวิธีกาํหนดค่าความเชืÉอมั Éน (bootstrap analysis) ให้มีค่าเท่ากบั 1000 
หมายถึง กาํหนดใหโ้ปรแกรมมีการสร้างแผนภูมิวิวฒันาการซํÊ ากนัทัÊ งหมด 1000 ครัÊ ง เพืÉอพิสูจน์ว่า
เป็นแผนภูมิทีÉดีทีÉสุดและมีความถูกตอ้งมากทีÉสุด จากนัÊนจึงวิเคราะห์ขอ้มูลร่วมกบัลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยา เพืÉอใชใ้นการระบุชนิดของเชืÊอราสาเหตุโรคต่อไป (มลัลิกา มะกรวฒันะ, 2557; Li et 
al., 2015; Machado, 2012; Machado et al., 2014a, 2014b) และยนืยนัชนิดของเชืÊอราโดยเปรียบเทียบ
ลกัษณะของสณัฐานวิทยาและชีวโมเลกุลร่วมกบัการวิเคราะห์สายสมัพนัธ์วิวฒันาการของเชืÊอ โดย
นําข้อมูลทางลักษณะสัณฐานวิทยา ลักษณะทางชีวโมเลกุล และการวิเคราะห์สายสัมพันธ์
วิวฒันาการของเชืÊอ มาวิเคราะห์และเปรียบเทียบกบัขอ้มลูทีÉมีการรายงานก่อนนีÊ เพืÉอยืนยนัชนิดของ
เชืÊอสาเหตุโรค 
 
3.7  การวเิคราะห์ผลการทดลองทางสถิต ิ 
นาํผลการทดลองทีÉไดม้าวิเคราะห์โดยใชโ้ปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ SPSS for windows 
v.17.0 ตามแผนการทดลองโดยเปรียบเทียบค่าเฉลีÉยระหว่างกรรมวิธีโดยวิธีการของ duncan’s 
multiple range test (DMRT) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B A 
บททีÉ 4 
ผลการทดลอง 
 
4.1  เก็บรวบรวมตวัอย่างมันสําปะหลังทีÉเป็นโรคต้นและรากเน่าจากจงัหวดันครราชสีมา  
และจงัหวดัใกล้เคยีง 
 เก็บรวบรวมชิÊนส่วนมนัสาํปะหลงัทีÉแสดงอาการเน่าจากแปลงปลกู ไดแ้ก่ อาํเภอเมือง เสิง-
สาง และครบุรี จงัหวดันครราชสีมา อาํเภอตากฟ้าและตาคลี จงัหวดันครสวรรค์ และอาํเภอเทพ-
สถิตย ์จงัหวดัชัยภูมิ โดยการเก็บลกัษณะอาการเน่าต่าง ๆ ทัÊ งหมดจาํนวน 139 ตวัอย่าง พบว่า
ลกัษณะอาการต่าง ๆ ดงันีÊ  คือ ในแปลง มีอาการยืนตน้ตาย ดงัแสดงในภาพ 4.1 (A-B) มีอาการใบ
ล่างเหีÉยว หลุดร่วง ในมนัอายุ 5-7 เดือน ดงัแสดงในภาพ 4.2 (A) ท่อนพนัธุ์ไม่งอก เจริญเติบโตชา้ 
แคระแกร็น ใบเรียวเล็กมีสีซีดใบล่างเหีÉยวชํÊ า กิÉงมีอาการชํÊ าสีดาํ ในมนัอายุ 2-5 เดือน ดงัแสดงใน
ภาพ 4.2 (B-C) หัวมนัมีอาการเน่า เนืÊอเยืÉอบริเวณหัวมนัเปืÉ อยยุ่ย เปลีÉยนสีจากสีขาวเป็นสีเหลือง 
นํÊ าตาล และดาํ ดงัแสดงในภาพ 4.2 (D-E) บริเวณขัÊวหวัมนัมีเสน้ใยเชืÊอราสีขาว ดงัแสดงในภาพ 4.2 
(F) บริเวณขัÊวของรากมีอาการเน่าดาํรากไม่เจริญเติบโต ดงัแสดงในภาพ 4.2 (G) มี fruiting body สี
ดาํของเชืÊอราเจริญบริเวณเปลือกของลาํตน้ ดงัแสดงในภาพ 4.2 (H-I) บริเวณใตเ้ปลือกท่อนพนัธุ์พบ
เนืÊอเยืÉอตายเป็นสีดาํ (necrotic symptoms on vascular system) ดงัแสดงในภาพ 4.2 (J) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.1   แสดงลกัษณะอาการของโรคตน้และรากเน่ามนัสาํปะหลงัในแปลง (A) มีอาการยืนตน้
ตาย ใบเหีÉยว หลุดร่วง สภาพแปลงในอาํเภอครบุรี จงัหวดันครราชสีมา (B) มีอาการยืน
ตน้ตาย ใบเหีÉยว หลุดร่วง สภาพแปลงในอาํเภอเสิงสาง จงัหวดันครราชสีมา 
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F 
B 
D 
C 
J 
E G 
H I 
 
 
ภาพทีÉ 4.2  แสดงลกัษณะอาการของโรคตน้และรากเน่ามนัสาํปะหลงั (A) มีอาการใบล่างเหีÉยว หลุด
ร่วง ในมนัอายุ 5-7 เดือน (B-C) ท่อนพนัธุ์ไม่งอก เจริญเติบโตชา้ แคระแกร็น ใบเรียว
เลก็ มีสีซีด ใบล่างเหีÉยวชํÊ า กิÉงมีอาการชํÊ าสีดาํ ในมนัอาย ุ2-5 เดือน (D-E) หัวมนัมีอาการ
เน่า เนืÊอเยืÉอบริเวณหัวมนัเปืÉ อยยุ่ย เปลีÉยนสีจากสีขาวเป็นสีเหลือง นํÊ าตาล และดาํ (F) 
บริเวณขัÊวหัวมนัมีเส้นใยเชืÊอราสีขาว (G) บริเวณขัÊวของรากมีอาการเน่าดาํ รากไม่
เจริญเติบโต (H-I) มี fruiting body สีดาํของเชืÊอราเจริญบริเวณเปลือกของลาํตน้(J) 
บริเวณใตเ้ปลือกท่อนพนัธุพ์บเนืÊอเยืÉอตายเป็นสีดาํ (necrotic symptoms on vascular system) 
 
4.2  แยกเชืÊอราจากมันสําปะหลังทีÉแสดงอาการโรคต้นและรากเน่า 
    จากเนืÊ อเยืÉอทีÉ เป็นโรคจํานวน  139 ไอโซเลต พบเชืÊ อราจํานวน  5 สกุล  โดยพบเชืÊอรา 
Lasiodiplodia spp. ม า ก ทีÉ สุ ด  54 เ ป อ ร์ เ ซ็น ต์  ร อ ง ลง ม า คื อ  Fusarium spp. 29 เ ป อ ร์ เ ซ็น ต ์
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Neoscytalidium sp. 7 เปอร์เซ็นต์ Phytophthora spp. 4 เปอร์เซ็นต์ Sclerotium sp. 1 เปอร์เซ็นต์ และ
อืÉน ๆ อีก 5 เปอร์เซ็นต์ ดงัแสดงในภาพ 4.3 ซึÉงเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. พบมากสุดจึงเลือกทีÉจะ
นาํมาศึกษาลกัษณะทางสณัฐาณวิทยาและทางชีวโมเลกุล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.3  แสดงความถีÉของเชืÊอราทีÉพบจากตวัอยา่งทีÉแสดงอาการของโรคตน้และรากเน่า 
 
    ซึÉงเชืÊอราแต่ละชนิดมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ดงันีÊ  1) Lasiodiplodia spp. โคโลนีบนอาหาร
เลีÊยงเชืÊอมีสีดาํเทา ดาํเขียวมะกอก ฟู ลกัษณะของ conidia ซึÉงเจริญภายใน pycnidia สีดาํทีÉเจริญบน
อาหารเลีÊ ยงเชืÊอและบนมนัสาํปะหลงั มีลกัษณะเหมือนกนัโดย ระยะอ่อน (immature conidia) มี
เซลลเ์ดียว ใส ไม่มีสี รูปไข่ถึงยาวรี จนถึงค่อนขา้งกลม ปลายดา้นหนึÉงกลมมน อีกดา้นสอบลงคลา้ย
กรวย ต่อมาระยะแก่ (mature conidia) สร้างเมด็สีเมลานินบนผิวเซลลด์า้นในเรียงตวัเห็นเป็นริÊ วใน
แนวยาว และผนงักัÊน (septum) 1 ชัÊน ตรงกลาง ทาํใหแ้บ่งเป็น 2 เซลล ์มีรูปร่างรีคลา้ยไข่ ดงัแสดงใน
ภาพ 4.4 (A) 2) Fusarium spp. โคโลนีบนอาหาร PDA มีสีขาวเหลือง ขาวม่วง และขาวชมพู เส้นใย
ใสมีเสน้กัÊน พบสปอร์ใสขนาดใหญ่ (macroconidia) หวัทา้ยเรียวแหลม มีทัÊ งลกัษณะตรง โคง้คลา้ย
รูปพระจนัทร์เสีÊ ยว 1-4 เซลล ์สปอร์ขนาดเลก็ลงมา (microconidia) ลกัษณะใส 1-2 เซลล ์และสปอร์
ระหว่างเส้นใย (chlamydospore) ลกัษณะกลมผนังหนา 1-3 เซลล ์ดงัแสดงในภาพ 4.4 (D-F) 3) 
Neoscytalidium sp. จากการตรวจสอบเบืÊองตน้พบ pynidia สีดาํ เมืÉอทาํการ cross section ท่อนมนั
สาํปะหลงัทีÉเชืÊอเจริญอยู่ พบ conidia ขนาดเล็ก มีลกัษณะ 3 เซลล ์เซลลต์รงกลางมีสีเขม้ หัวทา้ย
แหลม ดงัแสดงในภาพ 4.4 (B) ซึÉงเมืÉอแยกเชืÊอรานาํมาเลีÊยงบนอาหาร PDA พบโคโลนีสีดาํ สร้าง
สปอร์เรียงต่อกันคล้ายลูกโซ่ เ รียกว่า arthroconidia 1-2 เซลล์ ดังแสดงในภาพ  4.4 (C) 4) 
Phytophthora spp. มีโคโลนีบนอาหาร PDA+BRNAP เป็นสีขาว เส้นใยใสไม่มีเส้นกัÊน พบทัÊ ง 
oospore ดงัแสดงในภาพ 4.4 (G) และ zoosporangium ดงัแสดงในภาพ 4.4 (H) โดยไม่สามารถแยก
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ไดบ้นอาหาร WA หรือ PDA และ 5) Sclerotium sp. เส้นใยมีสีขาวเทาฟูบนอาหาร PDA และมีเม็ด 
sclerotia สีนํÊ าตาลขนาดเท่าเมล็ดผกักาด ดังแสดงในภาพ 4.4 (I) นอกจากนีÊ ยงัพบเชืÊอราอืÉนทีÉ
ตรวจสอบเบืÊองตน้พบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แต่ไม่สามารถแยกเชืÊอได ้ไดแ้ก่ เชืÊอรา Chaetomium sp., 
Macrophoma sp. และ Phomopsis sp. ดงัแสดงในภาพภาพ 4.4 (J-L) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.4  แสดงลกัษณะสปอร์หรือ conidia ของเชืÊอราทีÉแยกไดจ้ากตน้และรากของมนัสาํปะหลงัทีÉ
แสดงอาการเน่า (A) conidia ของ Lasiodiplodia spp. (B-C) conidia และ arthroconidia ของ 
Neoscytalidium sp. (D-F) chlamydospore, microconidia และ macroconidia ของ Fusarium 
spp. (G-H) oospore และ zoosporangium ของ Phytophthora spp. (I) เม็ด sclerotia สี
นํÊ าตาลของ Sclerotium sp. (J) conidia ของ Phomopsis spp. (a) alpha, (b) beta (K) 
conidia และ pycnidia ของ Macrophoma spp. และ (L) conidia ของ Chaetomium spp. 
D E F 
A B C 
I H G 
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4.3  แยกเชืÊอราจากมันสําปะหลังทีÉแสดงอาการโรคต้นและรากเน่าดํา 
    ลกัษณะอาการเน่าทีÉพบมากทีÉสุดคือ อาการเน่าดาํ โดยมีแผลสีดาํร่วมกบัอาการเน่าเปียก เน่า
เละ และเน่าแห้ง เชืÊอราทีÉแยกได้ คือ Lasiodiplodia spp. และ Neoscytalidium sp จัดอยู่ในวงศ ์
Botryosphaeriaceae เชืÊอราทัÊงสองชนิดสามารถแยกไดจ้ากทุกส่วนของมนัสาํปะหลงั  
ในการแยกเชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํ สามารถแยกเชืÊอราไดท้ัÊ งหมด 33 ไอโซเลต 
จากตวัอย่างใน จ.นครราชสีมา 29 ไอโซเลต จ.นครสวรรค์ 3 ไอโซเลต และจ.ชยัภูมิ 1 ไอโซเลต 
(ตารางทีÉ 4.1) โดยไอโซเลตทีÉแยกไดส่้วนใหญ่มาจากบริเวณหัวและขัÊวหัวมนั จาํนวน 15 ไอโซเลต 
แยกจากหัวมนั 10 ไอโซเลต ได้แก่ L6HRD, L8HDBB, L11HSR2, L15HDBB, L18KBSH3, 
L20FHTB1, 22HRW, L24HRWH, 26HRWB และ  N3DTD2 โดยหัวจะเปลีÉยนจากสีขาวเป็นสี
เหลืองปนเขียว เขียวมะกอก เทา แตกต่างกนัในแต่ละไอโซเลต และจะเปลีÉยนเป็นสีเขม้ขึÊนเรืÉอย ๆ  
จนกลายเป็นสีดาํ (ภาพทีÉ 4.5 A-D) ส่วนจากขัÊ วหัวมนั 5 ไอโซเลต ไดแ้ก่ L2SHSR1, L4STR1, 
L5KBSH1, L12SHRD และ N2SHCA โดยหวัมนัมีอาการเน่าเปียก เน่าเละ และเน่าแห้งร่วมกนัไม่
สามารถแยกจากหวัมนัไดจึ้งแยกจากขัÊวหัวมนั (ภาพทีÉ 4.5 E-F) รองลงมา คือบริเวณโคนตน้เหนือ
ดิน จาํนวน 7 ไอโซเลต ไดแ้ก่ L9STR2, L17STRB, L19KBSH2 L21SRE, L23STWH, L25SRC 
และ L27SRBT โดยโคนตน้แตก เป็นริÊ วสีดาํและมีเส้นใยสีขาวปกคลุม (ภาพทีÉ 4.6 A-B) บริเวณ
ท่อนพนัธุ์ จาํนวน 7 ไอโซเลต ได้แก่ L1STRM, L3BSR, L7STRW, L13SRTF, N1SRTTC, 
N4BBPM และ N5STRST โดยท่อนพนัธุไ์ม่งอก เจริญเติบโตชา้ แคระแกร็น เหีÉยวแหง้ และมีตุ่มเม็ด
สีดาํเกาะกระจายทั Éวท่อนพนัธุ ์(ภาพทีÉ 4.6 C-D) บริเวณกิÉงมนั จาํนวน 2 ไอโซเลต ไดแ้ก่ L10BBLB 
และ L28SBB มีอาการกิÉงชํÊ าแหง้มีสีดาํ และสีนํÊ าตาลไหม ้(ภาพทีÉ 4.7 A-B) บริเวณใบมนั 1 ไอโซเลต 
คือ L14LSR ใบชํÊ า ใบมว้นงอ ใบเปลีÉยนสีจากเขียวเป็นสีดาํ (ภาพทีÉ 4.7 C) และบริเวณกา้นใบ 1    
ไอโซเลต คือ L16BLSR กา้นใบชํÊ ามีสีดาํ (ภาพทีÉ 4.7 D)  
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ภาพทีÉ 4.5  แสดงอาการของโรคตน้และรากเน่าดาํบริเวณหวัและขัÊวหัวมนัสาํปะหลงั (A) อาการหัว
เน่าชํÊ า  มีการเปลีÉยนสีจากขาวเป็นสีเทาจนถึงสีดําแยกได้เชืÊ อไอโซเลต  L6HRD, 
L8HDBB, L11HSR2 และ L15HDBB (B) อาการหัวเน่าชํÊ ามีเส้นดาํ เส้นสีเขียวมะกอก 
แยกไดเ้ชืÊอไอโซเลต L22HRW, L24HRWH และ N3DTD2 (C) อาการหัวเน่าชํÊ าเขียว
มะกอก โดยเน่าบริเวณกลางหัวมนัสําปะหลงั แยกได้เชืÊอไอโซเลต L20FHTB1 และ 
L26HRWB (D) อาการหวัเน่าเละสีดาํแยกไดเ้ชืÊอไอโซเลต L18KBSH3 (E) อาการหวัเน่า
เละสีดําโดยแยกบริเวณขัÊ วหัวติดกับโคนต้น แยกได้เชืÊ อไอโซเลต L4STR1 และ 
L5KBSH1 (F) อาการหัวเน่าชํÊ าสีดาํโดยแยกบริเวณขัÊวหัวติดกบัโคนต้น แยกไดเ้ชืÊอ     
ไอโซเลต L2SHSR1, L12SHRD และ N2SHCA 
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ภาพทีÉ 4.6  แสดงอาการของโรคตน้และรากเน่าดาํบริเวณโคนตน้และท่อนพนัธุ์มนัสาํปะหลงั (A) 
อาการโคนตน้บวมแตกเป็นริÊ วมีเชืÊอราสีดาํเจริญอยูภ่ายในมีเสน้ใยของเชืÊอราสีขาวเจริญ
ปกคลุมแยกไดเ้ชืÊอไอโซเลต L17STRB, L19KBSH2, L21SRE, L25SRC และ L27SRBT 
(B) อาการโคนตน้บวมแตกเป็นริÊ ว มีเชืÊอราสีดาํเจริญอยู่ภายในแต่ไม่มีเส้นใยของเชืÊอ
ราสีขาวเจริญปกคลุม แยกไดเ้ชืÊอไอโซเลต L9STR2 และ L23STWH, ท่อนพนัธุ์แสดง
อาการของโรคลาํตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงั (C-D) มีตุ่มเม็ดของเชืÊอราสีดาํเจริญ
ท่อนพนัธุ ์แยกไดเ้ชืÊอไอโซเลต L13SRTF, N1SRTTC, N4BBPM, N5STRST, L1STRM, 
L3BSR และ L7STRW 
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ภาพทีÉ 4.7  แสดงอาการของโรคตน้และรากเน่าดาํบริเวณกิÉง ใบและกา้นใบมนัสาํปะหลงั (A) อาการ
กิÉงไหมช้ํÊ ามีสีดาํ แยกไดเ้ชืÊอไอโซเลต L10BBLB (B) อาการกิÉงไหมช้ํÊ าสีนํÊ าตาลแดงเขม้ 
และเหีÉยวแหง้ แยกไดเ้ชืÊอไอโซเลต L28SBB (C) อาการใบไหมเ้น่าชํÊ าสีดาํ แยกไดเ้ชืÊอไอ
โซเลต L14LSR (D) อาการกา้นใบไหมมี้แผลสีนํÊ าตาลเขม้ถึงดาํ แยกไดเ้ชืÊอไอโซเลต 
L16BLSR 
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ตารางทีÉ 4.1 เชืÊอราทีÉแยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงัทีÉแสดงอาการของโรคตน้และรากเน่าดาํทีÉเก็บไดจ้าก
จงัหวดันครราชสีมาและจงัหวดัใกลเ้คียง 
บริเวณทีÉแยกได้ ไอโซเลต 
จาํนวน 
(ไอโซเลต) 
สถานทีÉเกบ็ 
หวั L20FHTB1 1 อ.เมือง นม. 
 L6HRD L8HDBB L11HSR2 
L15HDBB L18KBSH3 22HRW 
L24HRWH 26HRWB N3DTD2 
9 อ.เสิงสาง นม. 
ขัÊวหวั L2SHSR1 L4STR1 L5KBSH1 3 อ.เสิงสาง นม. 
 L12SHRD N2SHCA 2 อ.ครบุรี นม. 
โคนตน้ L9STR2 L19KBSH2 L23STWH, 
L25SRC L27SRBT 
5 อ.เสิงสาง นม. 
 L17STRB L21SRE 2 อ.ครบุรี นม. 
ท่อนพนัธุ ์ L1STRM L3BSR L7STRW 3 อ.เมือง นม. 
 L13SRTF 1 อ. ตากฟ้า นว. 
 N1SRTTC N5STRST 2 อ. ตาคลี นม. 
 N4BBPM 1 อ. เทพสถิตย ์ชย. 
กิÉง L10BBLB 1 อ.เมือง นม. 
 L28SBB 1 อ.เสิงสาง นม. 
ใบ L14LSR 1 อ.เมือง นม. 
กา้นใบ L16BLSR 1 อ.เสิงสาง นม. 
หมายเหตุ: สถานทีÉเกบ็: นม.= จงัหวดันครราชสีมา; นว.= จงัหวดันครสวรรค;์ ชย.= จงัหวดัชยัภูมิ 
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4.4  ทดสอบความสามารถในการก่อโรคและประเมินความรุนแรงของเชืÊอ 
(pathogenicity and virulently test) 
 4.4.1  ทดสอบความสามารถในการก่อโรคในสภาพห้องปฏิบัตกิารและโรงเรือนทดลอง 
 4.4.1.1  ในสภาพห้องปฏิบัตกิาร 
จากการปลกูเชืÊอราทีÉแยกได ้พบว่าเชืÊอราทัÊง 33 ไอโซเลตสามารถก่อโรคให้ทัÊ งหัวและท่อน
พนัธุ์มนัสาํปะหลงัได ้โดยแสดงอาการของโรคครัÊ งแรกในวนัทีÉ 2 หลงัทาํการปลูกเชืÊอบนหัวมนั 
และวดัขนาดแผลเฉลีÉยจากเสน้ผา่นศนูยก์ลางของหวัมนัในวนัทีÉ 7 (ตารางทีÉ 4.2) สามารถจดักลุ่มได ้
15 กลุ่ม (ภาคผนวก ค) หวัมนัแสดงอาการเน่าชํÊ า เนืÊอเยืÉอยุบตวัลง บริเวณปลูกเชืÊอเนืÊอเยืÉอเปลีÉยนสี
เป็นนํÊ าตาลดาํถึงดาํและแหง้ ส่วนบริเวณรอบ ๆ เปลีÉยนสีเป็นเหลืองถึงสีนํÊ าตาล เปลือกชัÊนนอกและ
เปลือกชัÊนในแยกแตกและออกจากกนั ซึÉงจากการประเมินระดบัความรุนแรงของโรคพบความ
รุนแรงทัÊงหมด 5 ระดบัซึÉงความรุนแรงมากทีÉสุดระดบั 5 คือ เกิดแผลมากกว่า 75 เปอร์เซ็นต์ ไดแ้ก่ 
L11HSR2 มีขนาดแผลเฉลีÉย 46.63±2.09 มิลลิเมตร (ภาพทีÉ 4.8 A) ความรุนแรงระดบั 4 คือเกิดแผล 
50-75 เปอร์เซ็นต์ ไดแ้ก่ L6HRD, LřŚSHRD, L13SRTF, L17STRB, L19KBSH,2 L20FHTB1, 
L22HRW, L27SRBT และ L28SBB มีขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 33.50±2.02-42.38±1.32 มิลลิเมตร 
(ภาพทีÉ 4.8 B) ความรุนแรงระดบั 3 คือเกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ L1STRM, L2SHSR1, 
L3BSR, L4STR1, L5KBSH1, L7STRW, L8HDBB, L9STR2, L10BBLB, L16BLSR, L18KBSH3, 
L21SRE, L24HRWH, L25SRC, L26HRWB, N1SRTTC, N2SHCA, N3DTD2, N4BBPM และ 
N5STRST มีขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 21.13±2.50-31.60±3.93 มิลลิเมตร (ภาพทีÉ 4.8 C) ความรุนแรง
นอ้ยทีÉสุดระดบั 2 คือเกิดแผลนอ้ยกว่า 25 เปอร์เซ็นต ์ไดแ้ก่ L14LSR, L15HDBB และ L23STWH มี
ขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 13.88±1.94-17.50±1.25 มิลลิเมตร (ภาพทีÉ 4.8 D) กรรมวิธีควบคุมไม่แสดง
อาการของโรค (ภาพทีÉ 4.8 E) และแสดงอาการของโรคครัÊ งแรกในวนัทีÉ 2 หลงัทาํการปลูกเชืÊอบน
ท่อนพนัธุ ์โดยวดัขนาดแผลเฉลีÉยตามยาวจากการผา่ตรงกลางแผลของท่อนพนัธุ ์ในวนัทีÉ 15 (ตาราง
ทีÉ 4.2) สามารถจดักลุ่มได ้16 กลุ่ม (ภาคผนวก ค) ท่อนพนัธุ์แสดงอาการเนืÊอเยืÉอบริเวณใตเ้ปลือก 
เปลีÉยนสีเป็นสีนํÊ าตาลรอบ ๆ บริเวณทีÉปลูกเชืÊอ เมืÉอผ่าตามแนวยาว พบเนืÊอเยืÉอบริเวณแกนกลางลาํ
ตน้ ถกูทาํลายเปลีÉยนเป็นสีดาํ เทา และนํÊ าตาล แตกต่างกนัไปในแต่ละไอโซเลต ซึÉงจากการประเมิน
ระดบัความรุนแรงของโรคพบความรุนแรงทัÊ งหมด 3 ระดบั ซึÉงความรุนแรงมากทีÉสุดระดบั 3 คือ 
เกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ L3BSR, L4STR1, L11HSR2, L12SHRD, L14LSR, L21SRE, 
L27SRBT, N1SRTTC, N3DTD2 และ N4BBPM มีขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 33.50±2.90-41.25±1.25 
มิลลิเมตร (ภาพทีÉ 4.9 A) ความรุนแรงน้อยทีÉสุดระดบั 2 คือ เกิดแผลน้อยกว่า 25 เปอร์เซ็นต์ ไดแ้ก่ 
L1STRM, L2SHSR1, L5KBSH1, L6HRD, L7STRW, L8HDBB, L9STR2, L10BBLB, L13SRTF, 
L15HDBB, L16BLSR, L17STRB, L18KBSH3, L19KBSH2, L20FHTB1, L22HRW, L23STWH, 
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L24HRWH, L25SRC, L26HRWB, L28SBB, N2SHCA และ N5STRST มีขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 
7.00±0.46-30.75±8.10 มิลลิเมตร (ภาพทีÉ 4.9 B) กรรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค (ภาพทีÉ 4.9 C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.8  ลกัษณะของหัวมนัสําปะหลงัทีÉหลงัปลูกเชืÊอเป็นเวลา  7 วนัในสภาพห้องปฏิบัติการ 
แสดงอาการหวัเน่าชํÊ า เนืÊอเยืÉอยบุตวัลง บริเวณปลกูเชืÊอเนืÊอเยืÉอเปลีÉยนสีเป็นนํÊ าตาลดาํถึง
ดาํและแห้ง ส่วนบริเวณรอบ ๆ เปลีÉยนสีเป็นเหลืองถึงสีนํÊ าตาล เปลือกชัÊนนอกและ
เปลือกชัÊนในแยกแตกและออกจากกนั (A) ไอโซเลต L11HSR2 ความรุนแรงระดบั 5 (B) 
ไอโซเลต L6HRD ความรุนแรงระดบั 4 (C) ไอโซเลต L18KBSH3 ความรุนแรงระดบั 3 
(D) ไอโซเลต L14LSR ความรุนแรงระดบั 2 และ (E) หวัมนัในกรรมวิธีควบคุมไม่แสดง
อาการของโรค 
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A B C
 
 
 
 
   
 
ภาพทีÉ 4.9  ลักษณะของท่อนพันธุ์ม ันสําปะหลังหลังปลูก เ ชืÊ อ เ ป็น เวลา  15 วันในสภาพ
ห้องปฏิบติัการ แสดงอาการเนืÊอเยืÉอบริเวณใต้เปลือก เปลีÉยนสีเป็นสีนํÊ าตาลรอบ ๆ 
บริเวณทีÉปลูกเชืÊอ เมืÉอผ่าตามแนวยาว พบเนืÊอเยืÉอบริเวณแกนกลางลาํต้น  ถูกทาํลาย
เปลีÉยนเป็นสีดํา เทา และนํÊ าตาล แตกต่างกันไปในแต่ละไอโซเลต  (A) ไอโซเลต 
L12SHRD ความรุนแรงระดบั 3 (B) ไอโซเลต L24HRWH ความรุนแรงระดบั 2 และ 
(C) ท่อนพนัธุก์รรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค 
  
 4.4.1.2  ในสภาพโรงเรือน 
จากการปลกูเชืÊอราทีÉแยกได ้พบว่าเชืÊอราทัÊ ง 33 ไอโซเลตสามารถก่อโรคให้มนัสาํปะหลงั
ได ้โดยแสดงอาการของโรคครัÊ งแรกในวนัทีÉ 2 หลงัทาํการปลกูเชืÊอบนท่อนพนัธุ์ และวดัขนาดแผล
เฉลีÉยตามยาวจากการผา่ตรงกลางแผลของท่อนพนัธุ ์ในวนัทีÉ 45 (ตารางทีÉ 4.2) สามารถจดักลุ่มได ้19 
กลุ่ม (ภาคผนวก ค) ท่อนพนัธุ์แสดงอาการต้นแห้งตาย ไม่เจริญเติบโต เจริญเติบโตช้า เนืÊอเยืÉอ
บริเวณใตเ้ปลือกเปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาล เมืÉอผ่าตามแนวยาว พบเนืÊอเยืÉอบริเวณแกนกลางลาํตน้ และ
บริเวณเนืÊอไมถ้กูทาํลาย เปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาลดาํแตกต่างกนัในแต่ละไอโซเลต ซึÉงจากการประเมิน
ระดบัความรุนแรงของโรคพบความรุนแรงทัÊงหมด 5 ระดบัซึÉงความรุนแรงมากทีÉสุดระดบั 5 คือเกิด
แผลมากกว่า 75 เปอร์เซ็นต์ ไดแ้ก่ L1STRM, L2SHSR1, L3BSR, L6HRD, L7STRW, L11HSR2, 
N1SRTTC, N3DTD2 และ N4BBPM มีขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 80.50±5.81-96.25±3.75 มิลลิเมตร 
(ภาพทีÉ 4.10 A) ความรุนแรงระดบั 4 คือเกิดแผล 50-75 เปอร์เซ็นต์ไดแ้ก่ L8HDBB, L9STR2, 
L12SHRD, L13SRTF, L19KBSH2, N2SHCA และ N5STRST มีขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 59.25±5.86-
71.91±2.97 มิลลิเมตร (ภาพทีÉ 4.10 B) ความรุนแรงระดบั 3 คือเกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นต์ ไดแ้ก่ 
L4STR1 L10BBLB L14LSR L15HDBB L17STRB L18KBSH3 L20FHTB1 L21SRE L22HRW 
และ L23STWH มีขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 27.13±5.91-46.75±7.62 มิลลิเมตร (ภาพทีÉ 4.10 C) ความ
รุนแรงนอ้ยทีÉสุดระดบั 2 คือเกิดแผลนอ้ยกว่า 25 เปอร์เซ็นต ์ไดแ้ก่  L5KBSH, L16BLSR, L24HRWH, 
LŚŝSRC, L27SRBT, L26HRWB และ  L28SBB มีขนาดแผลเฉลีÉยตัÊ งแต่ 13.88±2.50-18.44±2.13 
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มิลลิเมตร (ภาพทีÉ 4.10 D) กรรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค (ภาพทีÉ 4.10 E) และพบว่าบาง 
ไอโซเลตแสดงอาการใบชํÊ า มว้นขึÊน เหีÉยว ไดแ้ก่ LŜSTR1, L10BBLB, L20FHTB1 และ L24HRWH 
(ภาพทีÉ 4.11 A-B) และแสดงอาการใบไหม้ ม้วนขึÊ น  ได้แก่ L13SRTF, L15HDBB, L16BLSR, 
L17STRB, L18KBSH3, NŜBBPM และ NŝSTRST (ภาพ 4.11 C-D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.10  ลกัษณะของท่อนพนัธุ์มนัสาํปะหลงัหลงัปลูกเชืÊอเป็นเวลา 45 วนัในสภาพโรงเรือน 
แสดงอาการต้นแห้งตาย ไม่เจริญเติบโต เจริญเติบโตช้า เนืÊ อเยืÉอบริเวณใต้เปลือก
เปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาล เมืÉอผา่ตามแนวยาว พบเนืÊอเยืÉอบริเวณแกนกลางลาํตน้ และบริเวณ
เนืÊอไมถู้กทาํลาย เปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาลดาํแตกต่างกนัในแต่ละไอโซเลต  (A) ไอโซเลต 
L11HSR2 ความรุนแรงระดับ 5 (B) ไอโซเลต L13SRTF ความรุนแรงระดบั 4 (C) ไอโซเลต 
L20FHTB1 ความรุนแรงระดบั 3 (D) ไอโซเลต L5KBSH1 ความรุนแรงระดบั 2 และ 
(E) ท่อนพนัธุก์รรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A C B 
D E 
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ภาพทีÉ 4.11  ลกัษณะของมนัสาํปะหลงัทีÉแสดงอาการใบชํÊ าและใบไหม ้(A-B) ใบชํÊ า มว้นขึÊน เหีÉย ไอ-
โซเลต L4STR1, L10BBLB, L20FHTB1 และ L24HRWH (C-D) ใบไหม ้มว้นขึÊน ไอ-
โซเลต L13SRTF, L15HDBB, L16BLSR, L17STRB, L18KBSH3, NŜBBPM และ 
NŝSTRST  
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ตารางทีÉ 4.2 ผลการทดสอบความสามารถในการก่อโรคและความรุนแรงของเชืÊอทีÉแยกได้ ใน
หอ้งปฏิบติัการและโรงเรือนบนมนัสาํปะหลงัพนัธุ ์CMR 89  
ไอโซเลต 
หัวมันสําปะหลัง ท่อนพันธ์ุในกล่องชืÊน ท่อนพันธ์ุในโรงเรือน 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 
ระดับ
ความ
รุนแรง
2/
 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 
ระดับ
ความ
รุนแรง 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 
ระดับ
ความ
รุนแรง 
L1STRM 27.50±0.90
 d-g1/
 3 24.00±2.27
c-g
 2 86.25±6.25
abc
 5 
L2SHSR1 28.00±1.06 
c-g
 3 29.00±6.75
b-e
 2 90.00±6.12
ab
 5 
L3BSR 29.25±3.13 
c-g
 3 37.60±1.92
ab
 3 86.25±5.54
abc
 5 
L4STR1 23.75±2.72 
e-h
 3 34.50±3.75
ab
 3 31.25±3.15
h-k
 3 
L5KBSH1 21.13±2.50 
fgh
 3 11.00±2.35
hij
 2 18.44±2.13
jkl
 2 
L6HRD 34.25±2.81 
b-e
 4 15.63±1.57
g-j
 2 78.16±6.80
a-e
 5 
L7STRW 23.88±0.67 
e-h
 3 14.38±2.19g
-j
 2 80.50±7.71
a-d
 5 
L8HDBB 30.38±3.01 
b-f
 3 20.00±5.40
e-i
 2 59.25±5.86
fg
 4 
L9STR2 27.00±2.62 
d-g
 3 30.25±4.27
a-e
 2 71.00±5.94
c-f
 4 
L10BBLB 26.25±1.29 
d-h
 3 22.75±1.31
d-g
 2 31.25±3.15
h-k
 3 
L11HSR2 46.63±2.09  
a
 5 41.25±1.25
a
 3 96.25±3.75
a
 5 
L12SHRD 40.08±4.04 
abc
 4 37.50±6.61
ab
 3 64.63±8.05 
def
 4 
L13SRTF 35.25±4.75  
a-e
 4 27.75±1.25
b-e
 2 63.25±10.14
d-g
 4 
L14LSR 17.00±2.47  
ghi
 2 33.50±2.90
a-d
 3 34.50±3.4
 hij
 3 
L15HDBB 17.50±1.25  
ghi
 2 30.75±8.10
a-e
 2 28.75±4.27
h-k
 3 
L16BLSR 26.25±4.80  
d-h
 3 8.75±2.14
j
 2 18.33±2.72 
jkl
 2 
L17STRB 35.00±4.68 
a-e
 4 16.75±1.18
f-j
 2 27.75±5.01
ijk
 3 
L18KBSH3 26.25±4.80 
d-h
 3 9.50±2.02
ij
 2 38.25±8.07
hi
 3 
L19KBSH2 35.00±4.68 
a-e
 4 10.50±1.66
hij
 2 61.25±8.19
efg
 4 
L20FHTB1 42.38±1.32 
ab
 4 15.00±2.04
g-j
 2 46.75±7.62
gh
 3 
L21SRE 31.6±3.93
b-f
 3 33.75±3.75
a-d
 3 32.13±7.17
h-k
 3 
L22HRW 38.13±1.04
a-d
 4 20.50±1.55
e-i
 2 27.13±5.91
i-l
 3 
L23STWH 13.88±1.94
hi
 2 16.25±0.52
f-j
 2 30.50±3.33
h-k
 3 
L24HRWH 28.5±6.23
c-g
 3 0.63±2.13
e -h
 2 17.63±4.81
jkl
 2 
L25SRC 31.5±2.02
b-f
 3 8.75±0.52
j
 2 13.88±2.50
jkl
 2 
L26HRWB ŚŚ.ŝŘ±Ş.şś
e-h
 3 7.00±0.46
j
 2 17.88±4.65
jkl
 2 
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ตารางทีÉ 4.2  ผลการทดสอบความสามารถในการก่อโรคและความรุนแรงของเชืÊอทีÉแยกได้ ใน
หอ้งปฏิบติัการและโรงเรือนบนมนัสาํปะหลงัพนัธุ ์CMR 89 (ต่อ) 
1/
ขอ้มูลแสดงค่าเฉลีÉย ± S.E. ตวัอกัษรทีÉต่างกนั หมายถึง มีความแตกต่างทางสถิติทีÉระดบัความเป็นไปไดที้É 0.05 
โดยการเปรียบเทียบ ค่าเฉลีÉยแบบ Duncan’s New Multiple RangeTest (DMRT) 
2/
การประเมินความรุนแรงของโรค (disease scores) โดยใหค้ะแนน 1-5 ดงันีÊ  1 = ไม่แสดงอาการ, 2 = เกิดแผลน้อย
กว่า 25 เปอร์เซ็นต์ของพืÊนทีÉหัว/ท่อน, 3 = เกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นต์ของพืÊนทีÉหัว/ท่อน, 4 = เกิดแผล 50-75 
เปอร์เซ็นตข์องพืÊนทีÉหวั/ท่อน, 5 = เกิดแผลมากกว่า 75 เปอร์เซ็นต ์ของพืÊนทีÉหวั/ท่อน 
 
3/
** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
 
 4.4.2  ทดสอบความสามารถในการก่อโรคในสภาพแปลงปลกูจาํลอง 
 จากผลการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคในระดบัปฏิบติัการและโรงเรือนทัÊ ง 33 ไอโซเลต 
คดัเลือกเพียง 1 ไอโซเลต คือ 11HSR2 ทีÉมีความรุนแรงของโรคสูงทีÉสุด นาํมาทดสอบความสามารถ
ในการทาํให้เกิดโรคในสภาพแปลงปลูก วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD จาํนวน 3 ซํÊ า 
โดยมี 2 ปัจจยั ปัจจยัทีÉ 1 ไดแ้ก่ วิธีการปลกู และปัจจยัทีÉ 2 ไดแ้ก่ วิธีการปลกูเชืÊอ ศึกษาเป็นระยะเวลา 
8 เดือน พบว่าท่อนพนัธุมี์อาการลาํตน้เน่าทุกกรรมวิธี รวมทัÊ งชุดควบคุมดว้ย บริเวณโคนตน้มีการ
สร้าง cork layer ขนาดใหญ่ (ภาพทีÉ 4.12 B-C) บริเวณท่อนํÊ าท่ออาหารของท่อนพนัธุ์เดิมเปลีÉยนเป็น
สีเป็นนํÊ าตาลดาํ และบริเวณแกนกลางลาํตน้ เปลีÉยนเป็นสีเทาดาํ (ภาพทีÉ 4.12 E-H) ซึÉงลาํตน้ทีÉแตก
ออกใหม่ไม่แสดงอาการของโรค แต่กลบัพบว่ามีนํÊ าหนกัหวัสดเฉลีÉยแตกต่างกนัซึÉงการปลกูเชืÊอผสม
ไอโซเลต 
หัวมันสําปะหลัง ท่อนพันธ์ุในกล่องชืÊน ท่อนพันธ์ุในโรงเรือน 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 
ระดับ
ความ
รุนแรง
2/ 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 
ระดับ
ความ
รุนแรง 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 
ระดับ
ความ
รุนแรง 
L27SRBT 40.25±5.09
abc
 4 33.75±3.15
a-d
 3 17.25±1.93j
kl
 2 
L28SBB 33.50±2.02
b-f
 4 10.63±1.49
hij
 2 18.00±2.86
jkl
 2 
N1SRTTC 26.5±1.95
d-g
 3 36.00±4.20
ab
 3 93.00±2.86
a
 5 
N2SHCA 26.3±1.67
d-h
 3 26.50±3.30
b-f
 2 62.75±9.63
d-g
 4 
N3DTD2 22.75±0.41
e-h
 3 36.00±4.85
ab
 3 84.50±4.27
abc
 5 
N4BBPM 25.50±1.89
d-h
 3 36.75±2.69
ab
 3 80.50±5.81
a-d
 5 
N5STRST 24.15±0.31
e-h
 3 30.00±3.11
b-e
 2 71.91±2.97
b-f
 4 
Control 6.50±0.56
i
 1 6.03±0.02
j
 1 9.00±1.29
l
 1 
F-test
3/
 ** ** ** 
%C.V. 25.87 28.33 22.54 
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ลงในดินอตัราส่วน 1:100 มีนํÊ าหนกัหวัสดเฉลีÉยนอ้ยทีÉสุด และชุดควบคุมมีนํÊ าหนัก หัวสดเฉลีÉยมาก
ทีÉสุด โดยพบว่านํÊ าหนกัหวัสดเฉลีÉยของการปลกูเชืÊอผสมลงในดิน 1:100 การปลูกเชืÊอผสมลงในดิน 
1:1000 การปลกูเชืÊอผสมลงในดิน 1:10000 การปลูกเชืÊอโดยไมจิ้Êมฟัน การแช่ท่อนพนัธุ์ดว้ยเส้นใย
ของเชืÊอรา และชุดควบคุม เท่ากับ 2.90±0.33, 3.20±1.41, 3.68±0.51, 3.73±0.41, 4.23±0.19 และ 
6.03±0.87 กิโลกรัม ตามลาํดับ (ตารางทีÉ 4.3) นอกจากนีÊ วิธีการปลูกแนวตัÊ งร่วมกับชุดควบคุมมี
นํÊ าหนกัหวัสดเฉลีÉยมากทีÉสุด เท่ากบั 6.80±0.35 กิโลกรัม อย่างไรก็ตาม วิธีการปลูกแนวตัÊ งร่วมกบั
การปลูกเชืÊ อผสมลงในดิน 1:100 มีนํÊ าหนักหัวสดเฉลีÉยน้อยทีÉสุด เท่ากับ 2.63±0.21 กิโลกรัม 
นอกจากนีÊพบว่าการปลูกแนวนอนมีนํÊ าหนักหัวสดเฉลีÉยมากกว่าการปลูกแบบแนวตัÊ งแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัสาํคญัยิ Éงทางสถิติ (ภาพทีÉ 4.13) ลกัษณะหวัมนัแต่ละกรรมวิธีแสดงในภาคผนวก ค   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
61 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.12  แสดงลกัษณะอาการต่าง ๆ หลงัจากการปลูกเชืÊอไอโซเลต 11HSR2 ในสภาพแปลง
ปลกูจาํลองเป็นระยะเวลา 8 เดือน (A) หวัมนัสาํปะหลงัไม่แสดงอาการของโรคเน่าดาํ 
(B-D) บริเวณโคนตน้ พบมีการสร้าง cork layer ขนาดใหญ่มาห่อหุ้มท่อนพนัธุ์มนั
สาํปะหลงัเดิมทีÉมีอาการเน่าดาํ ทาํใหโ้คนตน้มีอาการบวม (E-H) เมืÉอผา่บริเวณโคนตน้ 
พบบริเวณท่อนํÊ าท่ออาหารของท่อนพนัธุ์เดิมทีÉเน่าเปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาลดาํ บริเวณ
แกนกลางเปลีÉยนเป็นสีเทาดาํ (I) บริเวณลาํตน้ทีÉแตกใหม่ไม่พบลกัษณะอาการเน่าดาํ 
 
 
A C
F
I
B
D E
G H
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ภาพทีÉ 4.13    แสดงนํÊ าหนักหัวสดเฉลีÉยของมนัสาํปะหลงัในสภาพแปลงปลูกจาํลองหลงัจากการ 
ปลกูเชืÊอสาเหตุโรคดว้ยกรรมวิธีต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 8 เดือน  
 
ตารางทีÉ 4.3  แสดงนํÊ าหนักหัวสดเฉลีÉยของมนัสาํปะหลงัในสภาพแปลงปลูกจาํลอง หลงัจากการ
ปลกูเชืÊอสาเหตุโรคดว้ยกรรมวิธีต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 8 เดือน  
กรรมวิธี 
นํÊาหนักหัวมันสดเฉลีÉย (กิโลกรัม) 
B1
4/ 
B2 B3 B4 B5 B6 ค่าเฉลีÉย 
   A1
3/ 6.80±0.35
a1/ 
4.23±0.25
b
 3.37±0.06
c
 2.63±0.21
e
 3.10±1.00
d
 3.23±0.21
c
 3.89±1.44
b
 
   A2 5.27±0.15
a
 4.23±0.15
b
 4.10±1.00
c
 3.17±1.53
e
 3.30±1.00
d
 4.13±0.06
c
 4.03±0.71
a
 
ค่าเฉลีÉย 6.03±0.87
a
 4.23±0.19
b
 3.73±0.41
c
 2.90±0.33
e
 3.20±1.41
d
 3.68±0.51
c
 
CV% 28.27 
A
 
*
2/
 
B ** 
A*B ** 
1/
ขอ้มูลแสดงค่าเฉลีÉย ± S.E. ตวัอกัษรทีÉต่างกนั หมายถึง มีความแตกต่างทางสถิติทีÉระดบัความเป็นไปได้ทีÉ 0.01 โดยการเปรียบเทียบ 
ค่าเฉลีÉยแบบ Duncan’s New Multiple RangeTest (DMRT) 
2/
** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01, * = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05, 
3/
วิธีการปลูกเชืÊอ A1= การปลูกแนวตัÊง, A2 = การปลูกแนวนอน 
4/
วิธีการปลูกเชืÊอ B1 = ชุดควบคุม, B2 = วิธีการแช่ท่อนพนัธุ์ดว้ยเส้นใยของเชืÊอรา, B3 = วิธีการปลูกเชืÊอโดยไม้จิÊมฟัน, B4 = วิธีการ
ผสมเชืÊอลงในดินกอ่นปลูกดว้ยอตัราส่วน 1:100, B5 = วิธีการผสมเชืÊอลงในดินกอ่นปลูกด้วยอัตราส่วน 1:1,000, B6 = กรรมวิธีการ
ผสมเชืÊอลงในดินกอ่นปลูกดว้ยอตัราส่วน 1:10,000  
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4.5  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชืÊอราทีÉแยกได้ 
 4.5.1  การเจริญของโคโลน ี
 ผลการวดัอตัราการเจริญของโคโลนีบนอาหาร PDAS พบว่าเชืÊอแต่ละไอโซเลตมีการเจริญ
เร็วสามารถเจริญเต็มจานอาหารเลีÊยงเชืÊอภายในวนั 1-3 หลงัจากวางเชืÊอ โดยเชืÊอราจะมีเส้นใยสีขาว
ถึงสีเทาในวนัทีÉ 1-3 (ภาพทีÉ 4.14 A) โดยในวนัทีÉ 3-4 จะเปลีÉยนสีเป็นสีเขียวมะกอกดาํ (greenish 
olivaceous to black) (ภาพทีÉ 4.14 B) หรือนํÊ าตาลดาํ (brown to black) แตกต่างกนัในแต่ละไอโซเลต  
และสีของโคโลนีจะเขม้ขึÊนเรืÉอย ๆ  เมืÉออายมุากขึÊน (ภาพทีÉ 4.14 C) โดยไอโซเลตทีÉเจริญเร็วสุดไดแ้ก่  
ไอโซเลต LŠHDBB สามารถเจริญบนจานอาหารหลงัวางเชืÊอ 1 วนั มีขนาดเฉลีÉย 84.00x84.25 
มิลลิเมตร ส่วนไอโซเลตทีÉเจริญชา้สุด ไดแ้ก่ LřŘBBLB สามารถเจริญบนจานอาหารหลงัวางเชืÊอ 1 
วนั ขนาดเฉลีÉย 43.00x43.00 มิลลิเมตร แต่ในวนัทีÉ 3 หลงัวางเชืÊอสามารถเจริญเต็มจานอาหารเท่ากบั
ไอโซเลตอืÉน ๆ ขนาดของโคโลนีแสดงในตารางทีÉ 4.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.14  แสดงลกัษณะการเจริญเติบโตของโคโลนีของไอโซเลต L11HSR2 (A) เชืÊอราจะมีเส้น
ใยสีขาวถึงสีเทาในวนัทีÉ 1-3 (B) เปลีÉยนสีเป็นสีเขียวมะกอกดาํ (greenish olivaceous to 
black) ในวนัทีÉ 3-4 (C) โคโลนีจะมีสีเขม้ขึÊนเรืÉอย ๆ เมืÉออายมุากขึÊน 
 
 
 
 
 
 
 
 
A CB
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ตารางทีÉ 4.4  แสดงอตัราการเจริญของเชืÊอราบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ PDAS ทีÉอาย ุ1 2 และ 3 วนั 
   ไอโซเลต 
      อตัราการเจริญเตบิโต กว้างxยาว (มลิลเิมตร) 
                 วนัทีÉ 1          วนัทีÉ 2      วนัทีÉ ś 
L1STRM 74.00×74.00 84.80×84.80 90.00×90.00 
L2SHSR1 73.00×73.40 86.00×86.00 90.00×90.00 
L3BSR 53.00×53.50 80.00×80.00 90.00×90.00 
L4STR1 59.00×59.00 84.00×84.00 90.00×90.00 
L5KBSH1 75.00×75.00 82.20×82.20 90.00×90.00 
L6HRD 65.00×65.00 85.20×85.20 90.00×90.00 
L7STRW 74.00×74.00 86.00×86.00 90.00×90.00 
L8HDBB 84.00×84.00 89.00×89.00 90.00×90.00 
L9STR2 59.00×59.00 84.60×84.60 90.00×90.00 
L10BBLB 43.00×43.00 72.80×72.80 90.00×90.00 
L11HSR2 70.00×70.00 84.00×84.00 90.00×90.00 
L12SHRD 59.80×59.80 84.80×84.80 90.00×90.00 
L13SRTF 52.00×52.00 74.20×74.20 90.00×90.00 
L14LSR 55.00×55.00 75.80×75.80 90.00×90.00 
L15HDBB 54.80×54.80 84.40×84.40 90.00×90.00 
L16BLSR 56.20×56.20 84.80×84.80 90.00×90.00 
L17STRB 43.40×43.40 78.80×78.80 90.00×90.00 
L18KBSH3 66.00×66.00 84.60×84.60 90.00×90.00 
L19KBSH2 75.00×75.00 84.20×84.20 90.00×90.00 
L20FHTB1 72.40×72.40 84.80×84.80 90.00×90.00 
L21SRE 75.00×75.00 85.40×85.40 90.00×90.00 
L22HRW 62.40×62.40 83.80×83.80 90.00×90.00 
L23STWH 68.80×68.80 85.00×85.00 90.00×90.00 
L24HRWH 82.00×82.00 83.40×83.40 90.00×90.00 
L25SRC 65.80×65.80 82.80×82.80 90.00×90.00 
หมายเหตุ: วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทาํการทดลอง 4 ซํÊ า/ไอโซเลต 
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ตารางทีÉ 4.4  แสดงอตัราการเจริญของเชืÊอราบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ PDAS ทีÉอาย ุ1 2 และ 3 วนั (ต่อ) 
ไอโซเลต 
   อตัราการเจริญเตบิโต กว้างxยาว (มลิลเิมตร) 
                วนัทีÉ 1          วนัทีÉ 2   วนัทีÉ ś 
L26HRWB 59.00×59.00 83.20×83.20 90.00×90.00 
L27SRBT 71.20×71.20 84.00×84.00 90.00×90.00 
L28SBB 62.00×62.00 85.40×85.40 90.00×90.00 
N1SRTTC 65.80×65.80 85.00×85.00 90.00×90.00 
N2SHCA 52.00×52.00 81.00×81.00 90.00×90.00 
N3DTD2 61.40×61.40 85.00×85.00 90.00×90.00 
N4BBPM 51.40×51.40 83.20×83.20 90.00×90.00 
N5STRST 64.80×64.80 83.80×83.80 90.00×90.00 
หมายเหตุ: วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยทาํการทดลอง 4 ซํÊ า/ไอโซเลต 
 
 4.5.2  ลกัษณะและสีของโคโลน ี
 เชืÊอรา Lasiodiplodia spp. แต่ละไอโซเลตทีÉเลีÊยงบนอาหาร PDAS มีลกัษณะสีโคโลนี
คลา้ยกนั คือ โคโลนีมีสีเทาดาํปนเขียวมะกอก ลกัษณะเสน้ใยละเอียดค่อนขา้งฟ ูสามารถจดักลุ่มโดย
แยกจากลกัษณะของเสน้ใย ได ้5 กลุ่มคือ 1) เสน้ใยมีขนาดเลก็มาก ฟลูะเอียดหนาแน่น ไดแ้ก่ ไอโซ-
เลต L2SHSR1, L6HRD, L12SHRD, L14LSR, L16BLSR, L17STRB และ L20FHTB1 ดงัแสดงใน
ภาพ 4.15 (A) 2) เสน้ใยมีขนาดเลก็มาก ฟลูะเอียดหนาแน่นน้อยกว่ากลุ่ม 1 คือ ไอโซเลต L4STR1, 
L8HDBB, L9STR2, L19KBSH2 L23STWH, L24HRWH, L27SRBT และ  L28SBB ดังแสดงใน
ภาพ 4.15 (B) 3) เสน้ใยมีขนาดเลก็มาก ฟลูะเอียด บริเวณปลายเสน้ใยมีการรวมกลุ่มของเส้นใยเป็น
กระจุก และมีการสร้าง pycnidia บริเวณขอบจานอาหารคือ ไอโซเลต  L1STRM, L5KBSH1, 
L7STRW, L15HDBB, L18KBSH3, L21SRE และ L26HRWB ดงัแสดงในภาพ 4.15 (C) 4) เส้นใย
เหมือนกลุ่ม 3 แต่ไม่มีสร้าง pycnidia คือ ไอโซเลต L11HSR2 ดงัแสดงในภาพ 4.15 (D) 5) เส้นใยมี
ขนาดเล็กมาก ฟูปานกลาง ไม่มีการสร้าง pycnidia คือ ไอโซเลต L3BSR, L10BBLB, L13SRTF, 
L22HRW และ L25SRC ดงัแสดงในภาพ 4.15 (E) ส่วนเชืÊอรา Neoscytalidium sp. มีโคโลนีสีนํÊ าตาล
ดาํ ลกัษณะเสน้ใยมีขนาดเลก็มาก ฟเูลก็นอ้ยถึงปานกลาง การจดัเรียงตวัของเสน้ใยไม่หนาแน่น และ
ไม่มีการสร้าง pycnidia บริเวณของจานอาหารเลีÊยง คือ ไอโซเลต N1SRTTC, N2SHCA, N3DTD2, 
N4BBPM และ N5STRST ดงัแสดงในภาพ 4.15 (F) 
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ภาพทีÉ 4.15  แสดงลักษณะโคโลนีของเชืÊอราทัÊ ง 6 กลุ่ม (A) ไอโซเลต L2SHSR1, L6HRD, L12SHRD, 
L14LSR, L16BLSR, L17STRB และ L20FHTB1 (B) L4STR1, L8HDBB, L9STR2, 
L19KBSH2 L23STWH, L24HRWH, L27SRBT แ ล ะ  L28SBB (C) L1STRM, L5KBSH1, 
L7STRW, L15HDBB, L18KBSH3, L21SRE แ ล ะ  L26HRWB (D) L11HSR2 (E) L3BSR, 
L10BBLB, L13SRTF, L22HRW และ L25SRC (F) N1SRTTC, N2SHCA, N3DTD2, 
N4BBPM และ N5STRST  
 
 4.5.3 ลกัษณะและสีของพคินิเดีย (pycnidia)  
 เชืÊ อราแต่ละไอโซเลตสร้างฟรุตติÊ งบอดี (fruiting body) ทีÉ เ รียกว่า โคนิดิโอมาต้า 
(conidiomata) แบบพิคนิเดีย (pycnidia)) มีรูปร่างคลา้ยคนโฑ (flask-shaped) และรูปร่างค่อนขา้ง
กลม (globose) สีนํÊ าตาลถึงดาํ  มีช่องเปิด (ostiole) ยืÉนออกมาดงัแสดงในภาพ 4.16 (A-B) ภายใน 
pycnidia ประกอบดว้ยเสน้ใยพาราไฟซิส (paraphyses) ใส ไม่มีสี (hyaline) รูปร่างเป็นทรงกระบอก 
(cylindrical) มีทัÊ งผนังกัÊน (septate) และไม่มีผนังกัÊน (aseptate) ดงัแสดงในภาพ 4.16 (C) และโคนิดิโอจีนัส
เซลล ์(conidiogeous cell ) ใสไม่มีสีเช่นกนั ผนังเซลลบ์างและเรียบ รูปร่างทรงกระบอก มีการแบ่ง
เซลลแ์บบโฮโลบลาสติค (holoblastic) และการจดัเรียงเซลลแ์บบเป็นปลอ้ง 1-2 ปลอ้ง แอนนิลลาชัÊน 
(annellations) ใหก้าํเนิดโคนิเดีย (conidia) โดยสร้างอยูบ่นปลายของโคนิดิโอจฟอร์ (conidiophore) 
ดงัแสดงในภาพ 4.16 (D) 
D 
A 
E 
B 
F 
C 
pycnidia 
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ภาพทีÉ 4.16  แสดงลกัษณะ pycnidia paraphysis และ conidiogeous cell ของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp.
ทีÉแยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงั (A) pynidia มีรูปร่างคลา้ยคนโฑ (flask-shaped) มีช่องเปิด 
(ostiole) ยืÉนออกมา (B) pynidia รูปร่างค่อนขา้งกลม (globose) (C) paraphyses ใสไม่มี
สี รูปร่างเป็นทรงกระบอก (D) conidiogeous cell ลกัษณะยาวรี ใสไม่มีสี ผนังเซลล์
บางและเรียบ รูปร่างทรงกระบอก (cylindrical)  
 
 4.5.4  ลกัษณะและขนาดของ โคนิเดีย (conidia) 
 ผลการศึกษาจากการวดัขนาดของโคนิเดียของเชืÊอรา สาเหตุโรคทีÉแยกไดจ้ากตวัอย่างมนั
สาํปะหลงัทีÉรวบรวมไดจ้ากแหล่งปลกูต่าง ๆ จาํนวน 33 ไอโซเลต พบมีเชืÊอรา 2 สกุล คือ 1) เชืÊอรา 
Lasiodiplodia spp. และ 2) เชืÊอรา Neoscytalidium sp.2 ซึÉงมีลกัษณะรูปร่างแตกต่างกนั โดยเชืÊอรา 
Lasiodiplodia spp. มีลกัษณะของโคนีเดีย ระยะอ่อน (immature conidia) มีเซลลเ์ดียว ไม่มีสี รูปร่าง
ค่อนขา้งรีจนถึงกลม (subovoid to ellipsoid-ovoid) ปลายดา้นหนึÉ งกลมมน อีกดา้นสอบลงคลา้ย
กรวย บริเวณทีÉกวา้งทีÉสุดของตวัเซลลคื์อช่วงกลาง ดงัแสดงในภาพ 4.17 (A) เมืÉอระยะแก่ (mature 
conidia) จะเปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาลเขม้ มีผนังเซลลต์ามขวาง (septum) 1 ชัÊนตรงกลางแบ่งเป็น 2 เซลล ์
มีรูปร่างรีคลา้ยไข่ ผนงัดา้นนอกหนา 2 ชัÊน และมีการสร้างเมด็สีเมลานินบนผิวเซลลด์า้นในเรียงตวั
เป็นริÊ วในแนวยาว (longitudinal striation) ดงัแสดงในภาพ 4.17 (B-C) ซึÉงสามารถแบ่งได ้3 กลุ่ม 
ตามขนาดของโคนิเดียคือ กลุ่ม L M และ S ดดัแปลงจากการจดัแบ่งของ Phillips et al. (2013) ขนาด
โคนิเดียของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. แต่ละไอโซเลต แสดงในตารางทีÉ 4.5 โดยกลุ่มทีÉ 1 คือ กลุ่ม L 
มีทัÊ งหมด 3 ไอโซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลต L1STRM, L5KBSH1 และ L28SBB มีขนาดเฉลีÉยตัÊ งแต่ 
19.50-32.80x12.40-19.70 ไมโครเมตร กลุ่มทีÉ 2 คือ กลุ่ม M มีทัÊงหมด 13 ไอโซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลต 
BA 
D C 
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L4STR1, L7STRW, L9STR2, L12SHRD, L14LSR, L16BLSR, L18KBSH3, L19KBSH2, L21SRE, L23STWH, 
L24HRWH, L25SRC และ L26HRWB มีขนาดเฉลีÉยตัÊ งแต่ 19.00-30.10x10.10-19.32 ไมโครเมตร 
และกลุ่มทีÉ 3 คือ กลุ่ม S มีทัÊ งหมด 12 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต L2SHSR1, LśBSR, LŞHRD, 
LŠHDBB, L10BBLB, L11HSR2, L13SRTF, L15HDBB, L17STRB, L22HRW และ L27SRBT มี
ขนาดเฉลีÉยตัÊงแต่ 12.50-26.30x9.51-15.00 ไมโครเมตร นอกจากนีÊ ยงัพบลกัษณะของโคนิเดียระยะ
อ่อนจะมี 1-2 เซลล ์มีทัÊงสีอ่อนและไม่มีสี รูปร่างปลายดา้นหนึÉงเรียว อีกดา้นกลม เมืÉอโคนิเดียระยะ
แก่จะเปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาลเข้ม มีผนังหนา 1-2 เซลล์ มีขนาดเล็กจัดอยู่ในกลุ่ม S คือ ไอโซเลต 
L11HSR2 ดงัแสดงในภาพ 4.17 (D-F) และในไอโซเลต L20FHTB1 มีลกัษณะของโคนิดิโอจีนัส เซลล ์ใส
ไม่มีสี แต่มีเส้นแบ่งตรงกลางทาํให้มี 1-2 เซลล์ และในระยะอ่อนมี 1-3 เซลล ์เมืÉอระยะแก่จะ
เปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาลเขม้ผนงัหนา มี 2 เซลล ์โดยขนาดโคนิเดียมีขนาดเล็กจดัอยู่ในกลุ่ม S ดงัแสดง
ในภาพ 4.17 (G-I)  
 ในส่วนของเชืÊอรา Neoscytalidium sp. มีการสร้างโคนิเดีย 2 ลกัษณะ ไดแ้ก่ 1) อาร์โธโคนิ-
เดีย (arthroconidia) ซึÉงจะสร้างอยูภ่ายนอกพิคนิเดียและบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ มีลกัษณะค่อนขา้งกลม
ปลายตดั เริÉมแรกอาร์โธโคนิเดียใส ไม่มีสี และค่อย ๆ มีสีเขม้ขึÊนเรืÉอย ๆ เซลล ์1-2 เซลลเ์รียงต่อกนั
คลา้ยลกูโซ่ (formation of chains) เรียกว่า Scytalidium-like conidia ดงัแสดงในภาพ 4.18 (A) และ 2) 
โคนิเดียอยูภ่ายใน pycnidia โดยจะไม่สร้างบนอาหารเลีÊยงเชืÊอโดยตรง แต่จะสร้างบนไมจิ้Êมฟัน หรือ
บนผวิของพืชอาศยัเท่านัÊน มีลกัษณะ หัวทา้ยเรียว 3 เซลล ์เซลลต์รงกลางทึบ เรียกว่า Fusicoccum-
like conidia ดงัแสดงในภาพ 4.18 (B) ซึÉงมีทัÊงหมด 5 ไอโซเลต ไดแ้ก่ โซเลต N1SRTTC N2SHCA 
N3DTD2 N4BBPM และ  N5STRST ซึÉ ง มีขนาด  conidia เฉลีÉ ยตัÊ งแต่  10.25-16.25x3.63-6.25 
ไมโครเมตร และขนาด arthroconidia เฉลีÉยตัÊงแต่ 6.25-14.36x2.96-5.12 ไมโครเมตร โดยทุกไอโซ-
เลตแสดงในตารางทีÉ 4.6 
 จากการศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาของเชืÊ อรา Lasiodiplodia spp. และ 
Neoscytalidium sp. เพียงอยา่งเดียวพบว่าสามารถจดัจาํแนกความแตกต่างไดใ้นระดบัสกลุเท่านัÊน ไม่
สามารถจาํแนกในระดบัสปีชีร์ได ้เพราะมีความซบัซอ้น และใกลเ้คียงกนัมาก จึงจาํเป็นตอ้งศึกษา
ร่วมกบัลกัษณะ ลกัษณะทางดา้นชีวโมเลกุล และลกัษณะขอ้มูลทางพนัธุกรรม หรือขอ้มูลทางชีว-
สารสนเทศเพิÉมเติม โดยสรุปความแตกต่างทางสณัฐานวิทยาและความรุนแรงในการก่อโรคในแต่ละ
ไอโซเลตของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. และ Neoscytalidium sp. ทีÉแยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงัดงัแสดง
ในตาราง 4.7 และ 4.8 ตามลาํดบั 
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ภาพทีÉ 4.17 แสดงลกัษณะ conidia ของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. (A) ลกัษณะของโคนิเดียระยะอ่อน 
(immature conidia) เซลล์เดียว  ไม่มีสี รูปร่างค่อนข้างรีจนถึงกลม (subovoid to 
ellipsoid-ovoid) ปลายดา้นหนึÉงกลมมน อีกดา้นสอบลงคลา้ยกรวย บริเวณทีÉกวา้งทีÉสุด
ของตัวเซลลคื์อช่วงกลาง (B-C) ลกัษณะของโคนีเดียระยะแก่ (mature conidia) สี
นํÊ าตาลเขม้ มีผนังเซลล ์2 เซลล ์รูปร่างรีคลา้ยไข่ ผนังดา้นนอกหนา 2 ชัÊน และมีการ
สร้างเม็ดสีเมลานินบนผิวเซลล์ด้านในเรียงตัวเป็นริÊ วในแนวยาว  (longitudinal 
striation) (D-F) ลกัษณะโคนิเดียของไอโซเลต L11HSR2 โคนิเดียระยะอ่อน 1-2 เซลล ์
มีสีอ่อน รูปร่างปลายด้านหนึÉ งเรียว อีกด้านสอบลงคลา้ยกรวย โคนิเดียระยะแก่ สี
นํÊ าตาลเขม้ ผนังหนา 1-2 เซลล ์มีขนาดเล็กมาก (G-I) ลกัษณะโคนิเดียของไอโซเลต 
L20FHTB1 โคนิดิโอจีนสั เซลล ์ใสไม่มีสี 1-2 เซลล ์โคนิเดียระยะอ่อน 1-3 เซลล ์และ
โคนิเดียระยะแก่ 2 เซลล ์สีนํÊ าตาลเขม้ ผนงัหนา และมีเสน้แบ่งตามยาว: บาร์เท่ากบั 10 
ไมโครเมตร 
A B C 
F E D 
G I H 
 
 
 
 
 
 
 
 
70 
ตารางทีÉ 4.5 ขนาดโคนิเดียของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. ทีÉแยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงั 
ลาํดบัทีÉ กลุ่ม ไอโซเลต 
ขนาดโคนิเดีย 
L/W ratio 
เส้นแบ่ง    ยาวxกว้าง (ไมโครเมตร)** 
1 L L1STRM 1 22.87-30.00×13.00 -19.35 1.6 
2 L L5KBSH1 1 19.50-32.80×12.40-19.70 1.9 
3 L L28SBB 1 22.12-30.00×12.50-19.35 1.7 
4 M L4STR1 1 20.00-26.30×10.10-17.20 1.6 
5 M L7STRW 1 22.12-30.10×12.50-16.52 1.8 
6 M L9STR2 1 20.00-26.30×10.10-17.20 1.6 
7 M L12SHRD 1 20.10-24.50×12.10-14.00 1.8 
8 M L14LSR 1 20.10-24.50×10.10-14.00 1.8 
9 M L16BLSR 1 24.00-28.00×10.36-13.24 2.3 
10 M L18KBSH3 1 24.00-28.00×10.10-17.20 1.8 
11 M L19KBSH2 1 19.00-23.50×11.00-12.50 1.7 
12 M L21SRE 1 24.00-28.00×10.10-17.20 1.8 
13 M L23STWH 1 20.00-26.30×10.10-17.20 1.6 
14 M L24HRWH 1 20.00-26.30×10.10-13.24 2.0 
15 M L25SRC 1 24.00-28.00×10.30-12.60 2.2 
16 M L26HRWB 1 24.00-28.00×12.50-19.32 1.7 
17 S L2SHSR1 1 17.54-23.00×10.36-13.24 1.8 
18 S L3BSR 1 16.50-20.50×10.30-12.60 1.7 
19 S L6HRD 1 17.30-23.00×10.25-13.24 1.8 
20 S L8HDBB 1 17.54-23.35×10.36-14.45 1.7 
21 S L10BBLB 1 16.50-22.10×10.30-14.50 1.7 
22 S L11HSR2 1-2 12.50-22.50×10.00-15.00 1.4 
23 S L13SRTF 1 16.00-23.00×9.51-12.50 1.7 
24 S L15HDBB 1 19.80-22.00×12.10-14.00 1.6 
25 S L17STRB 1 17.50-24.10×10.10-12.50 1.8 
26 S L20FHTB1 1-3 17.50-24.10×10.10-12.50 1.8 
27 S L22HRW 1 18.20-21.50×10.00-14.50 1.8 
28 S L27SRBT 1 20.00-26.30×10.10-13.24 2.0 
หมายเหตุ: ค่าเฉลีÉยจากการวดั 50 โคนิเดียต่อไอโซเลต เลีÊ ยงเชืÊอราบนไมจิ้ Êมฟันในอาหาร WA เป็นเวลา 4-6 
สัปดาห์ 
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ภาพทีÉ 4.18  แสดงลกัษณะอาร์โธโคนิเดียโคนิเดียของเชืÊอรา Neoscytalidium sp. (A) อาร์โธโคนิเดีย 
สร้างอยูภ่ายนอก พิตนีเดียรูปร่างค่อนขา้งกลมปลายตดั ระยะอ่อนใสไม่มีสีหรือมีสีเขม้ 
ส่วนใหญ่มีเซลลเ์ดียวเรียงต่อกนัคลา้ยลกูโซ่ (B) โคนิเดีย มี 3 เซลล ์หัวทา้ยเรียว เซลล์
ตรงกลางทึบ (Fusicoccum-like conidia) สร้างอยู่ภายใน pycnidia เท่านัÊน: บาร์เท่ากบั 
5 ไมโครเมตร 
 
ตารางทีÉ 4.6 ขนาดโคนิเดียและอาร์โธโคนิเดียของเชืÊอรา Neoscytalidum sp. ทีÉแยกไดจ้ากมนั
สาํปะหลงั 
ลาํดบัทีÉ ไอโซเลต 
ขนาดโคนิเดีย L/W 
ratio 
ขนาดอาร์โธรโคนิเดีย L/W 
ratio ยาวxกว้าง (ไมโครเมตร)* ยาวxกว้าง (ไมโครเมตร)* 
1 N1SRTTC 11.25-16.25×5.00-6.25 2.5 8.65-14.36×2.96-5.12 2.7 
2 N2SHCA 11.25-16.25×3.63-4.88 3.2 6.25-13.50×2.96-5.12 2.3 
3 N3DTD2 10.25-15.25×4.00-5.25 2.8 6.25-14.36×2.96-5.12 2.2 
4 N4BBPM 10.25-16.25×3.63-6.25 2.8 6.25-12.36×2.96-5.12 2.4 
5 N5STRST 11.25-16.25×3.63-6.25 2.3 7.50-12.36×2.96-5.12 2.8 
หมายเหตุ: ค่าเฉลีÉยจากการวดั 50 โคนิเดียต่อไอโซเลต เลีÊ ยงเชืÊอราบนไมจิ้ Êมฟันในอาหาร WA เป็นเวลา 4-6 
สัปดาห์ 
 
 
 
  
A B 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
72 
ตารางทีÉ 4.7  สรุปความแตกต่างทางสณัฐานวิทยาและความรุนแรงในการก่อโรคแต่ละไอโซเลตของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. ทีÉแยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ลาํดบั 
 ทีÉ 
ไอโซเลต 
โคโลน ี
พิคนิเดีย
2/ 
โคนิเดยี พาราไฟซิส ระดับความรุนแรง
4/ 
แสดง
อาการ 
ทีÉใบ
5/ 
บริเวณทีÉ
เข้า
ทําลาย
มนั
สําปะหลั
ง 
สถานทีÉ 
เกบ็
6/ สี 
กลุ่ม
ลกัษณะ
1/ 
เส้น
แบ่ง 
ขนาด(ไมโครเมตร) L/W 
กลุ่ม    
ขนาด
3/ 
เส้น
แบ่ง 
ขนาด
ไมโคร 
เมตร 
หัว 
(ป) 
ท่อน
(ป) 
ท่อน
(ร) 
1 L1STRM olive/bla
ck 
C GB 1 22.87-30.00×13.00-19.35 1.6 L - - 3 2 5 - ท่อน อ.เมือง นม. 
2 L2SHSR1 olive/bla
ck 
A GB 1 17.54-23.00×10.36-13.24 1.8 S - - 3 2 5 - ข ัÊวหัว อ.เสิงสาง 
นม. 
3 L3BSR olive/bla
ck 
D FS 1 16.50-20.50×10.30-12.60 1.7 S - - 3 3 5 - ท่อน อ.เมือง นม. 
4 L4STR1 olive/bla
ck 
B GB 1 20.00-26.30×10.10-17.20 1.6 M asepta
te 
60x3-4 3 3 3 ใบชํÊ า ข ัÊวหัว อ.เสิงสาง 
นม. 
5 L5KBSH1 olive/bla
ck 
C GB 1 19.50-32.80×12.40-19.70 1.9 L - - 3 2 2 - ข ัÊวหัว อ.เสิงสาง 
นม. 
6 L6HRD olive/bla
ck 
A GB/FS 1 17.30-23.00×10.25-13.24 1.8 S asepta
te 
60x3-4 4 2 5 - หัว อ.เสิงสาง 
นม. 
7 L7STRW olive/bla
ck 
C FS 1 22.12-30.10×12.50-16.52 1.8 M - - 3 2 5 - ท่อน อ.เมือง นม. 
8 L8HDBB olive/bla
ck 
B FS 1 17.54-23.35×10.36-14.45 1.7 S asepta
te 
56x3-4 3 2 4 - หัว อ.เสิงสาง 
นม. 
9 L9STR2 olive/bla
ck 
B GB 1 20.00-26.30×10.10-17.20 1.6 M - - 3 2 4 - โคนตน้ อ.เสิงสาง 
นม. 
10 L10BBLB olive/bla
ck 
E GB/ FS 1 16.50-22.10×10.30-14.50 1.7 S - - 3 2 3 ใบชํÊ า ก ิ Éง อ.เมือง นม. 
11 L11HSR2 olive/bla
ck 
D FS 1-2 12.50-22.50×10.00-15.00 1.4 S asepta
te 
46x3-4 5 3 5 - หัว อ.เสิงสาง 
นม. 
12 L12SHRD olive/bla
ck 
A GB/ FS 1 20.10-24.50×12.10-14.00 1.8 M asepta
te 
74x3-4 4 3 4 - ข ัÊวหัว อ.ครบุรี นม. 
13 L13SRTF olive/bla
ck 
E GB/ FS 1 16.00-23.00×9.51-12.50 1.7 S asepta
te 
59x3-4 4 2 4 ใบไหม ้ ท่อน อ.ตากฟ้า นว. 
14 L14LSR olive/bla
ck 
A GB/ FS 1 20.10-24.50×10.10-14.00 1.8 M - - 1 3 3 - ใบ อ.เมือง นม. 
15 L15HDB
B 
olive/bla
ck 
C FS 1 19.80-22.00×12.10-14.00 1.6 S - - 1 2 3 ใบไหม ้ หัว อ.เสิงสาง 
นม. 
16 L16BLSR olive/bla
ck 
A GB 1 24.00-28.00×10.36-13.24 2.3 M - - 3 2 2 ใบไหม ้ กา้นใบ อ.เสิงสาง 
นม. 
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ตารางทีÉ 4.7  สรุปความแตกต่างทางสณัฐานวิทยาและความรุนแรงในการก่อโรคแต่ละไอโซเลตของเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. ทีÉแยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงั (ต่อ) 
ลําดับทีÉ ไอโซเลต 
โคโลนี 
พิคนิเดีย
Ś/
 
โคนิเดีย พาราไฟซิส ระดับความรุนแรง
Ŝ/
 
แสดง 
อาการ 
ทีÉใบ
ŝ/
 
บริเวณทีÉ
เข้า 
ทําลาย 
มัน
สําปะหลัง 
สถานทีÉ
เก็บ
Ş/
 สี 
กลุ่ม
ลักษณะ
ř/
 
เส้น
แบ่ง 
ขนาด(ไมโครเมตร) L/W 
กลุ่ม
ขนาด
ś/
 
เส้น
แบ่ง 
ขนาด
ไมโครเมตร 
หัว 
(ป) 
ท่อน
(ป) 
ท่อน
(ร) 
17 L17STRB olive/bla
ck 
A GB 1 17.50-24.10×10.10-12.50 1.8 S - - 4 2 3 ใบไหม ้ โคนตน้ อ.ครบุรี 
นม. 
18 L18KBSH3 olive/bla
ck 
C GB 1 24.00-28.00×10.10-17.20 1.8 M asepta
te 
50x3-4 3 2 3 ใบไหม ้ หัว อ.เสิงสาง 
นม. 
19 L19KBSH2 olive/bla
ck 
B GB 1 19.00-23.50×11.00-12.50 1.7 M - - 4 2 4 - โคนตน้ อ.เสิงสาง 
นม. 
20 L20FHTB1 olive/bla
ck 
A GB 1-3 17.50-24.10×10.10-12.50 1.8 S asepta
te 
56x3-4 4 2 3 ใบชํÊ า หัว อ.เมือง 
นม. 
21 L21SRE olive/bla
ck 
C GB/ 
fSC 
1 24.00-28.00×10.10-17.20 1.8 M - - 3 3 3 - โคนตน้ อ.ครบุรี 
นม. 
22 L22HRW olive/bla
ck 
E GB/FS 1 18.20-21.50×10.00-14.50 1.8 S - - 4 2 3 - หัว อ.เสิงสาง 
นม. 
23 L23STWH olive/bla
ck 
B GB 1 20.00-26.30×10.10-17.20 1.6 M - - 2 2 3 - โคนตน้ อ.เสิงสาง 
นม. 
24 L24HRWH olive/bla
ck 
B GB 1 20.00-26.30×10.10-13.24 2.0 M - - 3 2 2 ใบชํÊ า หัว อ.เสิงสาง 
นม. 
25 L25SRC olive/bla
ck 
E GB 1 24.00-28.00×10.30-12.60 2.2 M - - 3 2 2 - โคนตน้ อ.เสิงสาง 
นม. 
26 L26HRWB olive/bla
ck 
C GB 1 24.00-28.00×12.50-19.32 1.7 M - - 3 2 2 - หัว อ.เสิงสาง 
นม. 
27 L27SRBT olive/bla
ck 
B FS 1 20.00-26.30×10.10-13.24 2 S asepta
te 
63x3-4 4 3 2 - โคนตน้ อ.เสิงสาง 
นม. 
28 L28SBB olive/bla
ck 
B GB/FS 1 22.12-30.00×12.50-19.35 1.7 L - - 4 2 2 - ก ิ Éง อ.เสิงสาง 
นม. 1/
กลุ่มลกัษณะของโคโลนีโดยแบ่งตามภาพทีÉ 4.17: A=โคโลนีมีเสน้ใยขนาดเล็กมาก ฟูละเอียดหนาแน่นมาก; B=โคโลนีมีเสน้ใยขนาดเล็ก ฟูละเอียดหนาแน่นปานกลาง; C=บริเวณปลายเสน้ใย จะมีการรวมกลุ่มของเสน้ใยเป็นกระจุก และมีการสร้าง pynidia  
  บริเวณขอบจานอาหารเลีÊ ยงเชืÊอ; D=โคโลนีมีโคโลนีมีเสน้ใยมีขนาดเล็ก ฟูละเอียดหนาแน่นนอ้ย; E= โคโลนีมีเสน้ใยมีขนาดเล็กมาก ฟูปานกลาง; F= โคโลนีมีสีนํÊ าตาลดาํ เสน้ใยมีขนาดเล็ก ฟูเล็กนอ้ย การจดัเรียงตวัของเสน้ใยไม่หนาแน่น 
2/
ลกัษณะรูปร่างของพิคนิเดีย: FSC= flask-shaped รูปร่างคลา้ยคนโฑ มีช่อง ostiole ยืÉนออกมา, GB=globose มีรูปร่างค่อนขา้งกลม; GB/SC=พบทัÊงสองลกัษณะ 
3/
กลุ่มขนาดของโคนิเดียแบ่งตามตารางทีÉ 4.4: S=โคนิเดียขนาดเล็ก; M=โคนิเดียขนาดกลาง; B=โคนิเดียขนาดใหญ่ ดดัแปลงจาก Phillips et al. (2013) 
4/
ระดบัความรุนแรงของโรค: หัว (ป) =ทดสอบโรคบนหัวมนัสาํปะหลงัในสภาพหอ้งปฏบิตัิการ; ท่อน (ป) =ทดสอบโรคบนทอ่นมนัสาํปะหลงัในสภาพห้องปฏิบตักิาร; ท่อน (ร) =ทดสอบโรคบนท่อนมนัสาํปะหลงัในสภาพโรงเรือน 
5/
การทดสอบในสภาพโรงเรือนบางไอโซเลตแสดงลกัษณะอาการใบไหม ้และ ใบชํÊ า 
6
สถานทีÉเกบ็: นม.= จงัหวดันครราชสีมา; นว.= จงัหวดันครสวรรค;์ ชย.= จงัหวดัชยัภูมิ 
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ตารางทีÉ 4.8  สรุปความแตกต่างทางสณัฐานวิทยาและความรุนแรงในการก่อโรคแต่ละไอโซเลตของเชืÊอรา Neoscytalidium sp. ทีÉแยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงั 
ลําดับทีÉ ไอโซเลต 
โคโลนี 
พิคนิเดีย
Ś/
 
โคนิเดีย อาร์โธรโคนิเดยี ระดับความรุนแรง
Ŝ/
 
แสดง
อาการ 
ทีÉใบ
ŝ/
 
บริเวณทีÉเข้า
ทําลายมัน
สําปะหลัง 
สถานทีÉ
เก็บ
Ş/
 สี 
กลุ่ม
ลักษณะ
ř/
 
ขนาด(ไมโครเมตร) L/W ขนาด(ไมโครเมตร) L/W 
หัว 
(ป 
ท่อน
(ป) 
ท่อน
(ร) 
1 N1SRTT
C 
brown/blac
k 
F GB 11.25-16.25×5.00-6.25 2.5 8.65-14.36×5.12-
2.96 
2.7 3 3 5 - ท่อน อ.ตาคลี 
นว. 2 N2SHCA brown/blac
k 
F GB 11.25-16.25×3.63-4.88 3.2 6.25-13.50×5.12-
2.96 
2.3 3 2 4 - ขัÊวหวั อ.ครบุรี 
นม. 3 N3DTD2 brown/blac
k 
F GB 10.25-15.25×4.00-5.25 2.8 6.25-14.36×5.12-
2.96 
2.2 3 3 5 - หวั อ.เสิงสาง 
นม. 4 N4BBPM brown/blac
k 
F GB 10.25-16.25×3.63-6.25 2.8 6.25-12.36×5.12-
2.96 
2.4 3 3 5 ใบไหม ้ ท่อน อ.เทพ
สถิตย ์ชย. 5 N5STRS
T 
brown/blac
k 
F GB 11.25-16.25×3.63-6.25 2.3 7.50-12.36×5.12-
2.96 
2.8 3 2 4 ใบไหม ้ ท่อน อ.ตาคลี 
นว.   1/กลุ่มลกัษณะของโคโลนีโดยแบ่งตามภาพทีÉ 4.17: A=โคโลนีมีเสน้ใยขนาดเล็กมาก ฟูละเอียดหนาแน่นมาก; B=โคโลนีมีเสน้ใยขนาดเล็ก ฟูละเอียดหนาแน่นปานกลาง; C=บริเวณปลายเสน้ใย จะมีการรวมกลุ่มของเสน้ใยเป็นกระจุก และมีการสร้าง  
    Pynidia  บริเวณขอบจานอาหารเลีÊ ยงเชืÊอ; D=โคโลนีมีโคโลนีมีเสน้ใยมีขนาดเล็ก ฟูละเอียดหนาแน่นนอ้ย; E= โคโลนีมีเสน้ใยมีขนาดเล็กมาก ฟูปานกลาง; F= โคโลนีมีสีนํÊ าตาลดาํ เสน้ใยมีขนาดเล็ก ฟูเล็กนอ้ย การจดัเรียงตวัของเสน้ใยไม่หนาแน่น 
    2/
ลกัษณะรูปร่างของพิคนิเดีย: FSC= flask-shaped รูปร่างคลา้ยคนโฑ มีช่อง ostiole ยืÉนออกมา, GB=globose มีรูปร่างค่อนขา้งกลม; GB/SC=พบทัÊงสองลกัษณะ 
   3/
กลุ่มขนาดของโคนิเดียแบ่งตามตารางทีÉ 4.4: S=โคนิเดียขนาดเล็ก; M=โคนิเดียขนาดกลาง; B=โคนิเดียขนาดใหญ่ ดดัแปลงจาก Phillips et al. (2013) 
   4/
ระดบัความรุนแรงของโรค: หัว (ป) =ทดสอบโรคบนหวัมนัสาํปะหลงัในสภาพหอ้งปฏิบตักิาร; ท่อน (ป) =ทดสอบโรคบนท่อนมนัสาํปะหลงัในสภาพหอ้งปฏบิตัิการ; ท่อน (ร) =ทดสอบโรคบนท่อนมนัสาํปะหลงัในสภาพโรงเรือน 
   5/
การทดสอบในสภาพโรงเรือนบางไอโซเลตแสดงลกัษณะอาการใบไหม ้และ ใบชํÊ า 
   6
สถานทีÉเกบ็: นม.= จงัหวดันครราชสีมา; นว.= จงัหวดันครสวรรค;์ ชย.= จงัหวดัชยัภูมิ 
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4.6  การระบุชนิดเชืÊอราสาเหตุโรคต้นและรากเน่าดํามันสําปะหลังด้วยวธีิชีวโมเลกุล 
 4.6.1  การเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนดเีอน็เอในหลอดทดลอง 
  4.6.1.1  การศึกษาขนาดของดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR 
  จากการเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนดีเอน็เอของเชืÊอทัÊงหมด 33 ไอโซเลตดว้ยเทคนิค PCR ไพร์เมอร์  
ทัÊง 3 คู่ สามารถใชใ้นการเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนดีเอน็เอของเชืÊอราสาเหตุโรคดงักล่าวได ้คือ 1) บริเวณ 
ITS ไพร์เมอร์ ITS1/ITS4 (Alves et al., 2008; Li et al., 2015; Chen et al., 2016) มีขนาดของแถบ    
ดีเอ็นเอ ประมาณ 550 bp เท่ากนั (ภาพทีÉ 4.19 2) บริเวณ EF1-α ไพร์เมอร์ Ef1-688F/Ef1-1251R 
(Abdollahzadeh et al., 2010; Alves et al., 2008; Motokura et al., 2014) มีขนาดของแถบดีเอ็นเอ
ประมาณ 500 bp (ภาพทีÉ 4.20) 3) บริเวณ ßt ไพร์เมอร์ Bt2a/Bt2b (Glass and Donalson, 1995; 
Machado et al., 2014b; O'Donnell and Cigelnik, 1997) มีขนาดของแถบดีเอ็นเอประมาณ 470 bp 
(ภาพทีÉ 4.21) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.19  แสดงตวัอย่างของผลการเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอของเชืÊอราแต่ละไอโซเลต  บริเวณ ITS 
lane M = Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD, lane 2 = L11HSR2, lane 3 =  
L12SHRD lane 4 = L13SRTF, lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 = 
L22HRW, lane 8 = L27SRBT, lane 9 = N1SRTTC และ lane 10 = N3DTD2 
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ภาพทีÉ 4.20  แสดงตวัอยา่งของผลการเพิÉมปริมาณดีเอน็เอของเชืÊอราแต่ละไอโซเลต บริเวณ EF1-α 
lane M = Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD, lane 2 = L11HSR2, lane 3 =  
L12SHRD lane 4 = L13SRTF, lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 = 
L22HRW, lane 8 = L27SRBT, lane 9 = N1SRTTC และ lane 10 = N3DTD2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.21  แสดงตวัอยา่งของผลการเพิÉมปริมาณดีเอน็เอของเชืÊอราแต่ละไอโซเลต บริเวณ ßt lane 
M = Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD, lane 2 = L11HSR2, lane 3 =  
L12SHRD lane 4 = L13SRTF, lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 = 
L22HRW, lane 8 = L27SRBT, lane 9 = N1SRTTC และ lane 10 = N3DTD2 
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  4.6.2  การยนืยนัชนิดของเชืÊอราสาเหตุโรคต้นและรากเน่าดํามันสําปะหลังด้วยวิธี DNA 
sequencing 
  จากการศึกษาชนิดของเชืÊอราสาเหตุโรคต้นและรากเน่าดํามนัสําปะหลงัโดยนํา  PCR 
product บริสุทธิÍ โดยคดัเลือกจากไอโซเลตทีÉมีความรุนแรงในการก่อโรคทัÊ งในหัวและท่อนพนัธุ์ใน
ระดบัสูง อีกทัÊ งเป็นตวัแทนจากการแบ่งตามลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ส่งเพืÉอยืนยนัเชืÊอราสาเหตุ
โรค โดยเลือกตัวแทนทัÊ งหมด 8 ไอโซเลต ได้แก่  L6HRD, L11HSR2, L12SHRD, L13SRTF, 
L18KBSH3, L20FHTB1, 27LSRBT และ N3DTD2 ส่งตรวจโดยใชบ้ริการของบริษทัแปซิฟิคไซ-
เอ็นซ์ แล้วนําผลการตรวจทีÉได้มาเปรียบเทียบความเหมือน  (homology) หรือความคล้ายคลึง 
(similarity) ของลาํดบันิวคลีโอไทด์กบัฐานขอ้มูล (homology or similarity search) เพืÉอวิเคราะห์
และทาํนายลกัษณะเพืÉอหาชนิดของเชืÊอสาเหตุของโรคตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงัในประเทศ
ไทยโดยใชโ้ปรแกรม BLASTS บนเครือข่ายอินเตอร์เน็ตของ GeneBank (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov) จากผลการหาลาํดบัเบส (DNA Sequencing) ของเชืÊอสาเหตุโรคในบริเวณ ITS EF1-α และ 
ßt โดยบริเวณ ITS และ EF1-α สามารถไดท้ัÊงหมด 8 ไอโซเลต แต่บริเวณ ßt ใชเ้ยนืยนัไดเ้พียง 6 ไอ-
โซเลต และพบว่าเชืÊอราส่วนใหญ่มีความคลา้ยคลึงกับเชืÊอ  L. euphorbicola และ  L. theobromae 
(ภาคผนวก ง) ซึÉ งบริเวณ EF1-α ทีÉสามารถแยกไอโซเลต N3DTD2 คล้ายคลึงกับเชืÊ อรา  N. 
dimidiatum 100 เปอร์เซ็นต์ ย ังเป็นบริเวณทีÉสามารถเปรียบเทียบความคล้ายคลึงสูง 99-100 
เปอร์เซ็นต์ บริเวณ ITS และบริเวณ ßt สามารถเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกนัถึง 92-100 และ 84-
100 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 4.9) 
โดยไอโซเลต L18 KBSH มีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอ L. theobromae 100 เปอร์เซ็นต์ ทัÊ ง 3
บริเวณ เมืÉอเปรียบเทียบกับเชืÊอ  L. theobromae Accession number KT325578, KM401971 และ 
KP823018 ตามลาํดบั ไอโซเลต L11HSR2 L12SHRD และ L13SRTF มีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอ L. 
euphorbicola 100 เปอร์เซ็นต์ 2 บริเวณ คือบริเวณ ITS และ EF1-α เมืÉอเปรียบเทียบกับเชืÊอ  L 
euphorbicola. Accession number KT325568 และ KT325581 ตามลาํดบั ส่วนบริเวณ ßt เชืÊอรา     
ไอโซเลต L12SHRD และ L13SRTF มีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอ L. euphorbicola 99 เปอร์เซ็นต์ เมืÉอ
เปรียบเทียบกบัเชืÊอ L.euphorbicola. Accession number KP254926 ส่วนไอโซเลต L11HSR2 นัÊน 
ไม่สามารถตรวจสอบได้ในบริเวณนีÊ  โดยไอโซเลต L27SRBT มีความคล้ายคลึงกับเชืÊ อ  L. 
euphorbicola 99 เปอร์เซ็นต์ ใน 2 บริเวณ คือบริเวณ ITS และ EF1-α เมืÉอเปรียบเทียบกบัเชืÊอ L 
euphorbicola. Accession number KT325568 และ  KT325581 ตามลาํดับ ส่วนในบริเวณ ßt ไม่
สามารถตรวจสอบได ้ไอโซเลต L20FHTB1 ความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอ L. euphorbicola 100 เปอร์เซ็นต ์
2 บริเวณ คือบริเวณ ITS และ ßt เมืÉอเปรียบเทียบกับเชืÊ อ L. euphorbicola. Accession number  
KT325568 แ ละ  KP254926 ต า ม ลํา ดับ  ส่ ว น ใน บ ริ เ ว ณ  EF1-α มี ค ว า ม ค ล้า ย ค ลึ ง กับ เ ชืÊ อ 
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Lasiodiplodia sp. 99 เปอร์เซ็นต์ เมืÉอเปรียบเทียบกับเชืÊอ Lasiodiplodia sp. Accession number 
GQ471779 ไอโซเลต L6HRD มีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอ L. theobromae 92 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอเปรียบเทียบ
กบัเชืÊอ L. theobromae Accession number HG917932 ในบริเวณ ITS ส่วนในบริเวณ EF1-α และ ßt 
มีความคล้ายคลึงกับเชืÊ อ  L. euphorbicola 100 และ  84 เปอร์เซ็นต์ เมืÉอเปรียบเทียบกับเชืÊ อ  L 
euphorbicola. Accession number KT325581 และ KP254926 ตามลาํดบัและในส่วนของ dimidiatum 
ไอโซเลต N3DTD2 มีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอ L. theobromae 99 เปอร์เซ็นต์ ในบริเวณ ITS และ ßt 
เมืÉอเปรียบเทียบกบัเชืÊอ L. theobromae Accession number KJ596529 และ KR260829 ตามลาํดับ 
ส่วนในบริเวณ EF1-α มีความคลา้ยคลึงกบัเชืÊอรา N. dimidiatum 100 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอเปรียบเทียบกบั
เชืÊอ N. dimidiatum Accession number KF553902 ในฐานขอ้มูล GeneBank ซึÉงจากการศึกษาครัÊ งนีÊ  
พบว่าเชืÊอรา Lasiodiplodia และ Neoscytalidium แต่ละสปีชีส์จะมีสามารถเขา้ทาํลายมนัสาํปะหลงัทีÉ
ระดบัความรุนแรงแตกต่างกนั  
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ตารางทีÉ 4.9  แสดงผลการเปรียบเทียบลาํดบัเบส (DNA sequencing) ของเชืÊอราทีÉแยกได้จากมนัสําปะหลงัทีÉแสดงอาการของโรคต้นและรากเน่าดํา ทัÊง 3 บริเวณ  
 ได้แก่ ITS EF1-α และ  beta-tubulin (ßt) ในฐานข้อมูล Genbank 
ไอโซเลต 
ITS EF1-α ßt 
เชืÊอทีÉมีความ
ใกล้เคียงกัน 
(genus and 
species) 
Accession 
No. 
ความ
เหมือนของ
ลําดับ 
นิวคลโีอ
ไทด์ 
เปอร์เซ็นต์
ความ
เหมือน 
เชืÊอทีÉมีความ
ใกล้เคียงกัน 
(genus and 
species) 
Accession 
No. 
ความ
เหมือนของ
ลําดับ 
นิวคลโีอ
ไทด์ 
เปอร์เซ็นต์
ความ
เหมือน 
เชืÊอทีÉมีความ 
ใกล้เคียงกัน  
(genus and species) 
Accession No. 
ความ
เหมือน
ของ
ลําดับ 
นิวคลี
โอไทด์ 
เปอร์เซ็นต์
ความเหมือน 
L6HRD L. theobromae HG917932 446/486 92% L. euphorbicola KT325581 475/475 100% L. euphorbicola KF254926 323/383       84% 
L11HSR2 L. euphorbicola KT325568 451/451 100% L. euphorbicola KT325581 475/475 100%       - 
L12SHRD L. euphorbicola KT325568 458/458 100% L. euphorbicola KT325581 475/475 100% L. euphorbicola KF254926 382/384 99% 
L13SRTF L. euphorbicola KT325568 453/453 100% L. euphorbicola KT325581 467/467 100% L. euphorbicola KF254926 367/369 99% 
L18 KBSH L. theobromae KT325578 456/456 100% L. theobromae KMŜŘřšşř Ŝşš/Ŝşš 100% L. theobromae KPŠŚśŘřŠ śŠř/śŠř 100% 
L20FHTB1 L. euphorbicola KT325568 450/450 100% Lasiodiplodia sp. GQ471779 495/496 99% L. euphorbicola KF254926 362/362 100% 
L27SRBT L. euphorbicola KT325568 424/425 99% L. euphorbicola KT325581 499/500 99%       - 
N3DTD2 L. theobromae KJŝšŞŝŚš ŜŝŠ/ŜŞŘ 99% N. dimidiatum KFŝŝśšŘŚ Ŝşŝ/Ŝşŝ 100% L. theobromae KRŚŞŘŠŚš śŜş/śŝř 99% 
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4.6.3 การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์และการสร้างแผนภูมวิวิฒันาการ (phylogenetic trees) trees) 
  เมืÉอนาํลาํดบันิวคลีโอไทดข์องตวัอยา่งเชืÊอราในสกุล Lasiodiplodia และ Neoscytalidium ทีÉ
ไดจ้ากการทดลองและจากฐานขอ้มูล Genbank ดงัตารางทีÉ 4.10 ทีÉมีความใกลเ้คียงกบัตวัอย่างมา
จดัเรียงแนวความสมัพนัธ์ (multiple sequence aliment) ดว้ยโปรแกรม Clustal W พบว่าจากผลการ
ยนืยนัชนิดของเชืÊอราสาเหตุโรคลาํตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงัดว้ยวิธี DNA sequencing มีเพียง
บริเวณ EF1-α เท่านัÊ นทีÉสามารถระบุเชืÊอรา Neoscytalidium ออกจากเชืÊอรา Lasiodiplodia จึงนํา
ขอ้มลูสร้างแผนภูมิวิวฒันาการ ของเชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงั ดว้ยโปรแกรม 
MEGA 6.0 วิธี neighbor joining (NJ) กาํหนดค่า bootstrap analysis ให้มีค่าเท่ากบั 1000 ดงัแสดง
ตามภาพทีÉ  4.22 พบว่าสามารถจัดกลุ่มได้ 3 ก ลุ่ม (clade) ซึÉ งก ลุ่ม 1 ประกอบด้วย เชืÊ อรา 
Psudofusicocum adansoniae B0122 ซึÉ ง เ ป็ น  outgroup ก ลุ่ ม  2 ป ร ะ ก อ บ ด้ว ย เ ชืÊ อ ร า สกุ ล 
Neoscytalidium โดยเชืÊอราไอโซเลต N3DTD2 มีความใกลชิ้ดกับ N. dimidiatum ความค่าความ
เชืÉอมั ÉนทีÉ 71 เปอร์เซ็นต ์ซึÉงมีความเชืÉอมั Éนในระดบัปานกลาง และกลุ่มทีÉ 3 ประกอบดว้ย 2 กลุ่มย่อย 
โดยกลุ่มทีÉ 3.1 ประกอบดว้ย เชืÊอราสกุล Diplodia sp. และกลุ่มทีÉ 3.2 ประกอบดว้ย เชืÊอราสกุล 
Lasiodiplodia โดยเชืÊอราไอโซเลต L6HRD, L11HSR2, L12SHRD, L13SRTF และ L27SRBT มี
ความใกลชิ้ดกบัเชืÊอรา L. euphorbicola ทีÉมีความค่าความเชืÉอมั ÉนทีÉ 86 เปอร์เซ็นต์ ซึÉงมีความเชืÉอมั Éน
ในระดบัสูง โดยไอโซเลต L20FHTB1 มีความใกลชิ้ดกบั Lasiodiplodia sp. ความค่าความเชืÉอมั ÉนทีÉ 
87 เปอร์เซ็นต์ ซึÉ งมีความเชืÉอมั Éนในระดับสูง เชืÊอราไอโซเลต L18 KBSH มีความใกลชิ้ด L. 
theobromae มีความค่าความเชืÉอมั ÉนทีÉ 81 เปอร์เซ็นต ์ซึÉงมีความเชืÉอมั Éนในระดบัปานกลาง นอกจากนีÊ
ได้ศึกษาด้วย วิธี UPGMA และ ML กาํหนดค่า bootstrap analysis ให้มีค่าเท่ากับ 1000 พบว่า
สามารถจดักลุ่มไดเ้หมือนกนัทัÊง 3 วิธี แสดงในภาคผนวก จ. 
  จากผลการศึกษาทัÊ งทางลกัษณะสัณฐานวิทยาและลักษณะทางชีวโมเลกุลร่วมกับการ
วิเคราะห์สายสมัพนัธว์ิวฒันาการของเชืÊอราพบว่าสามารถจาํแนกเชืÊอราสาเหตุโรคลาํตน้และรากเน่า
ดาํมนัสาํปะหลงัได ้2 สกุล คือ เชืÊอรา Lasiodiplodia  และ Neoscytalidium และสามารถจาํแนกเชืÊอ
ราสกุล Lasiodiplodia ได้ 2 สปีชีร์ ได้ L. theobromae ไอโซเลต L18 KBSH (ภาพทีÉ  4.23) L. 
euphorbicola ไอโซเลต L6HRD, L12SHRD, L13SRTF และ L27SRBT (ภาพทีÉ 4.24) L. euphorbicola 
ไอโซเลต L11HSR2 (ภาพทีÉ 4.25) และ L. euphorbicola ไอโซเลต L20FHTB1 (ภาพทีÉ 4.26) โดย
เปรียบเทียบขนาดโคนิเดียและขนาดพาราไฟซิสของเชืÊอรา Lasiodiplodia สปีชีร์ อืÉน ๆ ดงัแสดงใน
ตารางทีÉ 4.11 และสามารถจาํแนกเชืÊอรา Neoscytalidium ได ้1 สปีชีร์ ไดแ้ก่ N. hyalinum(dimidiatum) 
ไอโซเลต N3DTD2 (ภาพทีÉ 4.27) โดยเปรียบเทียบขนาดโคนิเดียและขนาดอาร์โธรโคนิเดียของเชืÊอ
รา Neoscytalidium สปีชีร์อืÉน ๆ ดงัแสดงในตารางทีÉ 4.12 
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ตารางทีÉ 4.10  แสดงเชืÊอรา Lasiodiplodia และNeoscytalidium ทีÉใชใ้นการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดเ์พืÉอสร้างแผนภูมิวิวฒันาการ 
ชนิดของเชืÊอรา       ไอโซเลต พืชอาศัย/แหล่งทีÉมา สถานทีÉเก็บ ผู้เก็บ 
Genbank accession No. 
ITS EF1-α ßt 
Neoscytalidium hyalinum(dimidiatum)    CMM4022/282 Manihot esculenta Brazil A.R. Machado & O.L. Pereira KF369269 KF553902 KF720790 
N. dimidiatum CMM2895/278 M. esculenta Brazil A.R. Machado & O.L. Pereira KF369265 KF553989 KF720786 
N. dimidiatum N3DTD2 M. esculenta Thailand S. Duchanee & R. Sangpueak This study   
N.novaehollandiae CBS122610/CMW26168 Acacia synchronicia  Australia D. Pavlic & M.J. Wingfield EF585536 EF585578 - 
Lasiodiplodia rubropurpurea WAC12536/CBS118740 Eucalyptus grandis Australia T.I. Burgess & G. Pegg DQ103554 DQ103572 - 
L. gonubiensis CBS 115812 Syzygium cordatum South Africa D. Pavlic DQ458892 DQ458877 - 
L. jatrophicola  CMM 3610 Jatropha curcas Brazil A.R. Machado & O.L. Pereira KF234544  KF226690 - 
L. thailandica CPC 22795 Mangifera indica Thailand T. Trakunyingcharoen KJ193637 KJ193681 - 
L. parva CBS456.78 Cassava-field soil Columbia O. Rangel EF622083 EF622063 - 
L. parva CBS495.78 Cassava-field soil Columbia O. Rangel EF622085 EF622065 - 
L. pseudotheobromae CPC 22758 Hevea brasiliensis Thailand T. Trakunyingcharoen KJ607141 KJ607151 - 
L. pseudotheobromae CMM3894 M. esculenta Brazil A.R. Machado & O.L. Pereira KF369264 KJ452244 - 
L. pseudotheobromae CMM4475 Anacardium spp. Brazil M.S.B. Netto KT728915  KT882611 - 
L. euphorbicola CMM4018 M. esculenta Brazil A.R. Machado & O.L. Pereira KF369268 KF553900 KF720788 
L. euphorbicola CMM3973 M. esculenta Brazil A.R. Machado & O.L. Pereira KF369267 KF553902 KF720790 
L. euphorbicola CMM4473 Anacardium spp. Brazil M.S.B. Netto KT325568 KT325581 - 
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ตารางทีÉ 4.10  แสดงเชืÊอรา Lasiodiplodia และNeoscytalidium ทีÉใชใ้นการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดเ์พืÉอสร้างแผนภูมิวิวฒันาการ (ต่อ) 
ชนิดของเชืÊอรา ไอโซเลต พืชอาศัย/แหล่งทีÉมา สถานทีÉเก็บ ผู้เก็บ 
Genbank accession No. 
ITS EF1-α ßt 
L. euphorbicola L6HRD M. esculenta Thailand S. Duchanee & R. Sangpueak This study   
L. euphorbicola L12HSRD M. esculenta Thailand S. Duchanee & R. Sangpueak This study   
L. euphorbicola L13SRTF M. esculenta Thailand S. Duchanee & R. Sangpueak This study 
L. euphorbicola L27SRBT M. esculenta Thailand S. Duchanee & R. Sangpueak This study 
L. theobromae CBS 111530 Leucospermum sp. USA: Hawaii J.E. Taylor EF622074  EF622054 - 
L. theobromae LA-SOL1 Vitis vinifera Peru E.Rodriguez-Galvez KM401974 KM401971  - 
L. theobromae CMM4513 Anacardium spp. Brazil M.S.B. Netto KT325577 KT325589 - 
L. theobromae CMM3612 J. curcas Brazil A.R. Machado & O.L. Pereira KF234546 KF226692 KF254929 
L. theobromae CMM4499 Anacardium spp. Brazil M.S.B. Netto KT325578 KT325587 - 
L. theobromae L18KBSH3 M. esculenta Thailand S. Duchanee & R. Sangpueak This study 
Lasiodiplodia sp. CBS125262/CMW26710 Terminalia sambesiaca Tanzania J. Roux GQ471813 GQ471779 GQ471774 
Lasiodiplodia sp.1 L11HSR2 M. esculenta Thailand S. Duchanee & R. Sangpueak This study 
Lasiodiplodia sp.2 L20FHB1 M. esculenta Thailand S. Duchanee & R. Sangpueak This study 
Diplodia mutila CBS 112553  V. vinifera Portugal  A.J.L. Phillips AY259093 AY573219 - 
D. seriata CBS 12555  V. vinifera Portugal  A.J.L. Phillips AY259094  AY573220 - 
Pseudofusicoccum adansoniae CPC 22764/B0122  H. brasiliensis Thailand T. Trakunyingcharoen KJ607149  KJ607159 - 
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 Lasiodiplodia pseudotheobromae CMM3894
 Lasiodiplodia pseudotheobromae CMM4475
 Lasiodiplodia pseudotheobromae CPC22758
 L27SRBT
 L13SRTF
 L11HSR2
 L6HRD
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM3973
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM4018
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM4473
 L12HSRD
 Lasiodiplodia parva CBS456.78
 Lasiodiplodia parva CBS495.78
 Lasiodiplodia jatrophicola CMM3610
 Lasiodiplodia thailandica CPC22795
 Lasiodiplodia theobromae CBS111530
 Lasiodiplodia theobromae LA-SOL1
 Lasiodiplodia theobromae CMM4513
 Lasiodiplodia theobromae CMM3612
 Lasiodiplodia theobromae  CMM4499
 L18KBSH3
 Lasiodiplodia sp. CBS 125262
 L20FHB1
 Lasiodiplodia gonubiensis CBS 115812
 Lasiodiplodia rubropurpurea WAC12536
 Diplodia mutila CBS 112553
 Diplodia seriata CBS 112555
 Neoscytalidium novaehollandiae CBS122610
 Neoscytalidium dimidiatum CMM3895
 Neoscytalidium dimidiatum CMM4022
 N3DTD2
 Pseudofusicoccum adansoniae B0122
71
64
99
97
92
81
94
87
94
96
87
13
4
81
89
79
48
86
0.01
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.22  แผนภูมิวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ของเชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํมนั
สาํปะหลงั ทีÉไดจ้ากการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ EF1-α ดว้ยวิธี neighbor 
joining (NJ) ดว้ยโปรแกรม MEGA 6.0 กาํหนดค่า bootstrap analysis ให้มีค่าเท่ากบั 
1000 
 
 
 
 
 
 
L. euphobicola 
L. theobromae 
Lasiodiplodia sp. 
N. dimidiatum 
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ตารางทีÉ 4.11 แสดงผลการเปรียบเทียบขนาดโคนิเดียและพาราไฟซิส ของเชืÊอรา  Lasiodiplodia  
 
ชนิดของเชืÊอรา 
ขนาดโคนิเดีย 
L/W ratio 
ขนาด paraphysis 
ทีÉมา (ยาวxกว้าง) 
ไมโครเมตร
 
(ยาวxกว้าง)
 
เส้นแบ่ง 
L. citricola 22-27x12-17 1.6 125x3-4 1-5 aseptate Abdollahzadeh et al., 2010 
L. crassipora 27-30x14-17 1.8 45.7x2.7 septate Burgess et al., 2006 
L. euphorbicola 15-23x9-12   - 76x2-4 septate Machado et al., 2014b 
L. euphorbicola 17-24x10-12   - 40x2-3 septate Machado et al., 2014a 
L. euphorbicola 17-23×10-13 1.8 60x3-4 aseptate this study (L6HRD) 
L. euphorbicola 20-24×12-140 1.8 74x3-4 aseptate this study (L12SHRD) 
L. euphorbicola 16-23×9.5-12.5 1.7 59x3-4 aseptate this study (L13SRTF) 
L. euphorbicola 20-26×10-13 2 63x3-4 aseptate this study (L27SRBT) 
L. euphorbicola 12.5-22.5x10-15  1.4 46x3-4 aseptate this study (L11HSR2) 
L. euphorbicola 17.5-24x10-12.5  1.8 56x3-4 aseptate this study (L20FHTB1) 
L. hormozganensis 18–24×11–14 1.7 83 × 2–4 1–7-septate Abdollahzadeh et al., 2010 
L. iraniensis 17-23x11-14 1.6 127x2-4 1-6 septate Machado et al., 2014b 
L. jatrophicola 22–26×14–17   - 70 × 3  0(–1) -septate  Machado et al., 2014b 
L. macrospora 28–35×15–17   - 105 × 3–4 septate Machado et al., 2014b 
L. mahajangana 15.5–19×11.5–13   - 43 × 3 1–2-septate Begoude et al., 2010 
L. margaritacea 14–17×11–12     - 37.1 × 2.2        - Pavlic et al., 2008 
L. pava 16-23.5x10.5-13 1.5 105x3-4 septate Alves et al., 2008 
L. psudotheobromae  23.5-32 x 14-18 1.7 58x3-4       - Alves et al., 2008 
L. thailandica 22-25x13-15   - 51x1-1.5 septate 
Trakunyingcharoen et al., 
2015 
L. theobromae  21-31x13-15.5 1.9 55x3-4 septate Alves et al., 2008 
L. theobromae 23-31x13-15   - 45x2 aseptate Machado et al., 2014b 
L. theobromae 24.49-27.49x13.3-14.79 1.8    -      - Marques et al.,2013 
L. theobromae 23.3-26.8x14.1-17.3 1.6    -      - Li et al., 2015 
L. theobromae 24.00-28.00 x10.1-17.2 1.8 50x3-4 aseptate this study (L18KBSH3) 
Lasiodiplodia sp. 22.5-27.5x13-15   -    -     - Begoude et al., 2010 
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ตารางทีÉ 4.12 แสดงผลการเปรียบเทียบขนาดของโคนิเดียและอาร์โธรโคนิเดียของเชืÊอรา   
                      Neoscytalidium  
 
 
 
 
ชนิดของเชืÊอรา 
ขนาดโคนิเดีย ขนาดอาร์โธรโคนิเดีย 
ทีÉมา 
ขนาด(ยาวxกว้าง) ไมโครเมตร ขนาด(ยาวxกว้าง) ไมโครเมตร 
N. dimidiatum  10–16×3.5–6.5  4–16.5×8.5 Phillips et al., 2013 
N. dimidiatum 8-12×4-5  4-12×2.5-8 Machado et al., 2014b 
N. dimidiatum 5-12x3-5 6-12x3-6 Machado et al., 2014a 
N. dimidiatum 10-15x4-5 6-14x3-5 this study (N3DTD2) 
N. novaehollandiae 10.5-12.5×4-5  5.5-7.5×3.5-4.5 Pavlic et al., 2008 
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ภาพทีÉ 4.23  Lasiodiplodia. theobromae ไอโซเลต L18KBSH3 (A-B) พิคนิเดียรูปร่างค่อนขา้งกลม 
เจริญบนไมจิ้Êมฟัน (C) โคนิดิโอจีนสั เซลลย์าวรีใสไม่มีสี ผนงัเซลลบ์างและเรียบ รูปร่าง
ทรงกระบอก (D) พาราไฟซิส ใสไม่มีสี ทรงกระบอก ปลายมน (E) โคนิเดียระยะอ่อนใส 
เซลลเ์ดียว รูปร่างค่อนขา้งรี (F)โคนีเดียระยะแก่สีนํÊ าตาลเขม้ มีผนัง 2 เซลลรู์ปร่างรีคลา้ย
ไข่ ผนงัดา้นนอกหนา 2 ชัÊน และมีการสร้างเมด็สีเมลานินบนผวิเซลลด์า้นในเรียงตวัเป็น
ริÊ วในแนวยาว: บาร์ A เท่ากบั 500 ไมโครเมตร B เท่ากบั 100 ไมโครเมตร D-F เท่ากบั 10 
ไมโครเมตร  
A A B 
C D 
E  F F 
 
 
 
 
 
 
 
 
87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพทีÉ 4.24  Lasiodiplodia. euphorbicola ไอโซเลต L6HRD, L12SHRD, L13SRTF และ L27SRBT 
(A-B) พิคนิเดียรูปร่างค่อนขา้งกลม เจริญบนไมจิ้Êมฟัน (C) โคนิดิโอจีนัส เซลล ์กลมรี 
ใสไม่มีสี ผนังเซลล์บางและเรียบ รูปร่างทรงกระบอก (D) พาราไฟซิส ใสไม่มีสี 
ทรงกระบอก ปลายมน บางเส้นใยมีการแตกกิÉง (E) โคนีเดียระยะอ่อนใส เซลล์เดียว 
รูปร่างค่อนขา้งรี (F)โคนีเดียระยะแก่สีนํÊ าตาลเขม้ 2 เซลล ์รูปร่างรีคลา้ยไข่ ผนังดา้น
นอกหนา 2 ชัÊน และมีการสร้างเมด็สีเมลานินบนผวิเซลลด์า้นในเรียงตวัเป็นริÊ วในแนว
ยาว: บาร์ A เท่ากบั 500 ไมโครเมตร B เท่ากบั 100 ไมโครเมตร D-F เท่ากบั 10 
ไมโครเมตร 
 
 
A  
C D 
B 
E F 
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ภาพทีÉ 4.25  L. euphorbicola ไอโซเลต L11HSR2 (A-B) พิคนิเดียรูปร่างคลา้ยคนโฑ มีช่องเปิด ยืÉน
ออกมา เจริญบนไมจิ้Êมฟัน (C) โคนิดิโอจีนัส เซลล ์กลมรี ใสไม่มีสี ผนังเซลลบ์างและ
เรียบ รูปร่างทรงกระบอก (D) พาราไฟซิส ใสไม่มีสี ทรงกระบอก ปลายมน (E) โคนีเดีย 
ระยะอ่อนใส เซลลเ์ดียว รูปร่างค่อนขา้งรีและกลม (F)โคนีเดียระยะแก่สีนํÊ าตาลเขม้ 1- 2 
เซลล์ รูปร่างหลากหลาย ทัÊ งค่อนขา้งกลมถึงรี ปลายสอบลง ผนังด้านนอกหนา 2 ชัÊน 
และมีการสร้างเม็ดสีเมลานินบนผิวเซลลด์้านในเรียงตัวเป็นริÊ วในแนวยาว: บาร์  A 
เท่ากบั 500 ไมโครเมตร B เท่ากบั 100 ไมโครเมตร D-F เท่ากบั 10 ไมโครเมตร 
 
 
A B 
C D 
E F 
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ภาพทีÉ 4.26  L. euphorbicola ไอโซเลต L20FHTB1 (A-B) พิคนิเดียรูปร่างค่อนขา้งเจริญบนไมจิ้Êม
ฟัน (C) โคนิดิโอจีนัส เซลล์ กลมรี ใสไม่มีสี ผนังเซลล์บางและเรียบ รูปร่าง
ทรงกระบอก (D) พาราไฟซิส ใสไม่มีสี ทรงกระบอก ปลายมน (E) โคนีเดียระยะอ่อน
ใส 1-3 เซลล ์รูปร่างค่อนขา้งรี (F) โคนีเดียระยะแก่สีนํÊ าตาลเขม้ 2 เซลล ์รูปร่างรีคลา้ย
ไข่ ผนงัดา้นนอกหนา 2 ชัÊน และมีการสร้างเม็ดสีเมลานินบนผิวเซลลด์า้นในเรียงตวั
เป็นริÊ วในแนวยาว: บาร์ A เท่ากบั 500 ไมโครเมตร B เท่ากบั 100 ไมโครเมตร D-F 
เท่ากบั 10 ไมโครเมตร 
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ภาพทีÉ 4.27 Neoscytalidium. dimidiatum ไอโซเลต N3DTD2 (A-B) พิคนิเดียรูปร่างค่อนกลมเจริญ
บนไมจิ้Êมฟัน (C-D) โคนีเดีย 3 เซลล ์หวัทา้ยเรียว เซลลต์รงกลางอยูภ่ายในพิคนิเดีย (E-F) 
อาร์โธรโคนิเดีย ค่อนขา้งกลมปลายตดั ระยะอ่อน ใสไม่มีสีหรือ มีสีเขม้ส่วนใหญ่มี
เซลลเ์ดียวเรียงต่อกนัคลา้ยลูกโซ่: บาร์ A เท่ากบั 500 ไมโครเมตร B เท่ากับ 100 
ไมโครเมตร D-F เท่ากบั 10 ไมโครเมตร: บาร์เท่ากบั 5 ไมโครเมตร 
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บททีÉ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
งานวิจยัครัÊ งนีÊ มุ่งเนน้การระบุชนิดเชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํของมนัสาํปะหลงัโดย
วิธีการจาํแนกเชืÊอราทางดา้นสณัฐานวิทยาและชีวโมเลกุลร่วมกบัวิเคราะห์สายสัมพนัธ์วิวฒันาการ 
พบว่า 
1.  การเก็บตวัอย่างมนัสําปะหลงัทีÉแสดงอาการโรคตน้และรากเน่าจากแหล่งปลูกใน 6 
อาํเภอ ของ 3 จงัหวดั สามารถรวบรวมตวัอยา่งไดท้ัÊงหมด 139 ตวัอยา่ง นาํมาแยกเชืÊอบนอาหารเลีÊยง
เชืÊอรา 3 ชนิด คือ WA, HPDA และ PDA+BRANP จากนัÊนนาํเชืÊอทีÉแยกไดม้าศึกษาลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยา พบเชืÊอรา 5 สกุล คือ Lasiodiplodia spp. พบมากทีÉสุด 54 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ 
Fusarium spp., Neoscytalidium sp., Phytophthora spp., Sclerotium sp. และเชืÊอราชนิดอืÉน จาํนวน 
29, 7, 4, 1 และ ŝ เปอร์เซ็นตต์ามลาํดบั สอดคลอ้งกบัรายงานของต่างประเทศทีÉพบว่าโรคนีÊ มีชืÉอเรียก
ทีÉแตกต่างกนัในแต่ละประเทศและมีเชืÊอราสาเหตุโรคมากกว่าหนึÉงชนิด โดยในปี 1997 ของ Msikita 
และคณะ รายงานว่า โรคหวัและตน้เน่าของมนัสาํปะหลงัในประเทศเบนินเกิดจากเชืÊอราหลายชนิด 
คือ Neoscytalidium hyalinum, Macrophomina phaseolina, Fusarium spp., L. theobromae จาํนวน 
56.2, 14.2, 11.8, 7.7 เปอร์เซ็นต์ตามลาํดบั และอีก 9.1 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเกิดจาก Pythium sp., 
Trichoderma sp., Rhizopus sp., Aspergillus sp. และ Penicillium spp. และรายงานว่าในประเทศ
ไนจีเรีย เกิดจากเชืÊอราหลายชนิด คือ N. hyalinum, L. theobromae, M. phaseolina และ Fusarium 
spp. จาํนวน 40.6, 28.1, 18.7 และ 12.5 เปอร์เซ็นต์ตามลาํดบั ต่อมาในปี 2002 Onyeka รายงานว่า
โรครากเน่ามนัสาํปะหลงัในประเทศไนจีเรียเกิดจากเชืÊอรา L. theobromae และ Fusarium spp. 
จาํนวน 75 และ 25 เปอร์เซ็นตต์ามลาํดบั ในปี 2005 Msikita และคณะ รายงานว่าโรคหัวและตน้เน่า
ของมนัสาํปะหลงั เกิดจากเชืÊอรา N. hyalinum มากทีÉสุดจาํนวน 56 และ  22-52 เปอร์เซ็นตใ์นฤดูร้อน
และฤดูฝนตามลาํดบั รองลงมาในฤดูร้อน คือ เชืÊอรา M. phaseolina จาํนวน 14.2 เปอร์เซ็นต ์ส่วนใน
ฤดูฝน คือ เชืÊอรา Fusarium spp. และ L. theobromae จาํนวน 11.8 และ 7.7. เปอร์เซ็นต์ตามลาํดบั 
และในปี 2010 Banito และคณะ รายงานว่าโรครากและตน้เน่าของมนัสาํปะหลงัในประเทศโตโก
เกิดจากเชืÊอรา L. theobromae  และ Fusarium spp. จาํนวน 51.3 และ 33.3 เปอร์เซ็นตต์ามลาํดบั และ 
15.4 เปอร์เซ็นต ์เกิดจาก  Sclerotium rolfsii และ Pythium sp. นอกจากนีÊ ในปี 2011 Bua และ Okello 
รายงานว่าโรครากเน่ามนัสําปะหลงัในประเทศอูกานดา เกิดจากเชืÊอรา Fusarium spp. และ L. 
theobromae จาํนวน 87 และ13 เปอร์เซ็นต์ตามลาํดบั และในปี 2012 Machado ไดร้ายงานว่าใน
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ประเทศบราซิลพบโรคโคนและรากเน่าของสบู่ดาํซึÉงเป็นพืชทีÉอยู่ในวงศเ์ดียวกบัมนัสาํปะหลงั เกิด
จากเชืÊอรา N. hyalinum และLasiodiplodia spp. จาํนวน 55 และ 25 เปอร์เซ็นต์ตามลาํดบั อีก 20 
เปอร์เซ็นต์ เกิดจากเชืÊอรา Macrophomina sp., Fusarium spp., Colletotrichum sp. และ Chaetomium 
sp. สาํหรับในประเทศไทย โรคเน่ามนัสาํปะหลงัยงัมีการศึกษาเพืÉอระบุชนิดเชืÊอสาเหตุทีÉชดัเจน
ค่อนขา้งนอ้ย ทัÊงนีÊ ในปี พ.ศ. 2553 รังษี เจริญสถาพร และ อมรรัชฏ ์คิดใจเดียว รายงานว่าโรคโคน
เน่า หัวเน่ามนัสาํปะหลงั เกิดจากเชืÊอรา Phytophthora spp., Rigidoporus  lignosus และ S. rolfsii 
ต่อมาในปีเดียวกนั ณัฐธิญา เบือนสนัเทียะ และคณะ รายงานวา่โรคตน้และรากเน่าของมนัสาํปะหลงั
มีการของเชืÊอราหลายชนิด ประกอบดว้ย Lasiodiplodia spp., Neoscytalidium sp., Fusarium sp., 
Phytophthora spp., Sclerotium sp., Pestalotiopsis sp., Chaetomium sp., Macrophoma sp. และ 
Phomopsis sp. (ณัฐธิญา เบือนสนัเทียะ และคณะ, ยงัไม่ตีพิมพ)์ ต่อมาในปีพ.ศ. 2555 ณัฐธิญา เบือน
สนัเทียะ และ ดุสิต อธินุวฒัน์ รายงานว่า โรคลาํตน้เน่ามนัสาํปะหลงัเกิดจากเชืÊอรา L. theobromae 
(Buensanteai and Athinuwat, 2012) นอกจากนีÊ  ในปี พ.ศ. 2557 กรมวิชาการเกษตร รายงานว่าโรค
หวัเน่าของมนัสาํปะหลงัเกิดจากเชืÊอรา Phytophthora meadii (ชาติชาย ศิริพฒัน์, 2557) ต่อมาในปี
เดียวกนั รังษี เจริญสถาพร และคณะ (2557) รายงานว่าโรครากและหวัเน่ามนัสาํปะหลงัเกิดจากเชืÊอ
รา Phytophthora melonis (Charaensatapon et al., 2014) อย่างไรก็ตาม ยงัมีการศึกษาโรคโคนและ
รากเน่าของพืชอืÉน อาทิ โรคโคนและรากเน่าของหม่อนโดยในปี พ.ศ. 2553 วราภรณ์ สุทธิสา และ 
นิวฒั เสนาะเมือง พบว่าโรคโคนและรากเน่าของหม่อนเกิดจากเชืÊอราหลายชนิดเขา้ทาํลายร่วมกนั 
ไดแ้ก่เชืÊอรา L. theobromae, Fusarium spp., F. solani, Phytophthora spp., Pythium sp. Macrophomina 
sp., Neocosmospors sp., Rhizopus sp., Shaeropsis sp. และ S. rolfsii ซึÉงจากการรายงานต่าง ๆ 
เหล่านีÊ แสดงใหเ้ห็นว่าโรคพืชทีÉเกิดบริเวณโคนตน้และรากพืชมีแนวโน้มพบการเขา้ทาํลายของเชืÊอ
สาเหตุโรคหลายชนิดร่วมกนั (complex diseases)  
2.  ทดสอบความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคในสภาพห้องปฏิบติัการและโรงเรือน พบว่า
แต่ละไอโซเลตมีความรุนแรงแตกต่างกนั และเชืÊอสามารถก่อโรคไดท้ัÊ งบนหัวและท่อนพนัธุ์มนั
สาํปะหลงัพนัธุ ์CMR 89 โดยไอโซเลต L11HSR2 รุนแรงทีÉสุด ลกัษณะอาการหัวมนัหลงัจากปลูก
เชืÊอเป็นเวลา 7 วนั แสดงอาการหัวมนัเน่า เนืÊ อเยืÉอยุบตัวลง เปลีÉยนสีจากสีขาวเป็นสีเหลืองถึงสี
นํÊ าตาล เนืÊอเยืÉอแตก บริเวณเปลือกชัÊนนอกและเปลือกชัÊนในแยกออกจากกนั นอกจากนีÊ ลกัษณะ
อาการในท่อนพนัธุพ์บอาการเนืÊอเยืÉอบริเวณใตเ้ปลือก เปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาลรอบๆบริเวณทีÉปลูกเชืÊอ 
เมืÉอผา่ตามแนวยาว พบเนืÊอเยืÉอบริเวณแกนกลางลาํตน้ เปลีÉยนเป็นสีดาํ เทา และนํÊ าตาล บริเวณทีÉปลูก
เชืÊอแสดงอาการเนืÊอเยืÉอตาย บริเวณเนืÊอไม ้เปลีÉยนสีเป็นสีนํÊ าตาลดาํยาวตามท่อลาํเลียง สอดคลอ้งกบั 
Machado และคณะ (2014a) ในประเทศบราซิล พบว่าเชืÊอรา L. psudotheobromae, L. euphrobicola 
และ N. hyalinum ก่อใหเ้กิดลกัษณะอาการเนืÊอเยืÉอบริเวณหวัมนัสาํปะหลงัเน่า ยบุตวั และเปลีÉยนจาก
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สีขาว เป็นสีนํÊ าตาลแดง นํÊ าตาลเขม้และสีดาํ นอกจากนีÊ  Banito และคณะ ในปี 2010 รายงานว่า การ
ทดสอบความสามารถการเกิดโรครากและลาํตน้เน่ามนัสาํปะหลงัในประเทศโตโก พบว่าเชืÊอรา L. 
theobromae, Fusarium spp., S. rolfsii และ Pythium sp. แสดงอาการบริเวณท่อนพนัธุแ์ละหวัมนั คือ 
เนืÊอเยืÉอตายและเน่าชํÊ า  โดย L. theobromae ก่อให้เกิดโรครุนแรงทีÉสุด รองลงมา คือ Fusarium spp. 
เมืÉอวดัจากขนาดแผลและวิเคราะห์ขอ้มลูทางสถิติพบว่า เชืÊอรา L. theobromae ก่อให้เกิดโรครุนแรง
แตกต่างจากเชืÊออืÉนอยา่งมีนยัสาํคญั นอกจากนีÊ จากการศึกษาพบวา่เชืÊอราบางไอโซเลตมีความรุนแรง
ในการเกิดโรคบนหวัและท่อนพนัธุใ์นระดบัหอ้งปฏิบติัการ แต่ไม่รุนแรงในระดบัโรงเรือน ซึÉงสอด
กบั Alves et al. (2008); Phillips et al. (2013); Machado et al. (2012); Machado et al. (2014a), 
(2014b) ทีÉรายงานว่า เชืÊ อราในวงศ์ Botryosphaeriaceae สามารถอาศัยอยู่ได้ทัÊ งในเศษซากพืช 
(saprophytic) อาศยัอยู่ในพืชทีÉมีชีวิตแต่ไม่ก่อให้เกิดโรค (endophtic) และเมืÉอมีสิÉ งแวดลอ้มทีÉ
เหมาะสมยงัสามารถก่อให้เกิดโรค (paraphytic) ซึÉงการก่อให้เกิดโรคนัÊนขึÊนกบัสิÉงแวดลอ้มเป็น
สาํคญั ในปี 2545 กรมวิชาการเกษตร (กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน 2545) รายงานว่า โรคลาํตน้เน่าของ
มนัสาํปะหลงัเกิดจากเชืÊอรา L. theobromae โดยจะทาํใหร้ะบบท่อลาํเลียงเน่าเป็นสีดาํ โดยจะลุกลาม
จากแผลรอยตดัของท่อนพนัธุ ์หรือลาํตน้ทีÉเป็นแผล ทาํให้เปลือกบวมเน่า มีกลุ่มเม็ด pycnidia ของ
เชืÊอราขึÊนบนเปลือกต่อมาแห้งตาย สามารถติดกบัท่อนพนัธุ์และตกคา้งในไร่มนัสําปะหลงั เป็น
แหล่งสะสมของเชืÊอสาเหตุโรค ทัÊงนีÊ เชืÊอรา Lasiodiplodia spp. ในอดีตมีความสาํคญัและพบนอ้ยกว่า
โรคทีÉเกิดจากเชืÊอราชนิดอืÉน (week parasite) แต่ในปัจจุบนัพบการระบาดของเชืÊอราดงักล่าวเพิÉมมาก
ขึÊนซึÉงอาจเกิดจากสภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสมต่อการก่อให้เกิดโรคของเชืÊอราดงักล่าว (กลุ่มอนุรักษ์
ดินและนํÊ า, 2545; Machado et al., 2014a; 2014b; Phillips et al., 2013; Trakunyingcharoen et al., 
2014; 2015a; 2015b) นอกจากนีÊ  เมืÉอนาํเชืÊอราไอโซเลต L11HSR2 ทีÉมีความรุนแรงสูงสุดไปทดสอบ
ในสภาพแปลงปลกูจาํลองเป็นระยะเวลา 8 เดือน พบว่าท่อนพนัธุมี์อาการลาํตน้เน่า บริเวณโคนตน้มี
การสร้าง cork layer ขนาดใหญ่ เปลือกบวมเน่า บริเวณท่อลาํเลียงของท่อนพนัธุ์เดิมเปลีÉยนเป็นสี
นํÊ าตาลตาํ และบริเวณแกนกลางลาํต้นเปลีÉยนเป็นสีเทาดาํ ซึÉ งลาํต้นทีÉแตกออกใหม่และหัวมนั
สาํปะหลงัไม่แสดงอาการของโรคเน่าดาํ การทีÉพืชไม่แสดงอาการหัวเน่าดาํอาจมีผลมาจากตลอด
ระยะเวลา 8 เดือน มีการปลูกเชืÊอเพียงครัÊ งเดียว ปริมาณเชืÊออาจไม่เพียงพอต่อการเกิดโรค และใน
ระยะแรกในการปลูกมีสภาพภูมิอากาศทีÉไม่เหมาะสมต่อการเข้าทาํลายของเชืÊอราโดยมีฝนตก
ต่อเนืÉองในระยะเวลา 3 เดือน พืชมีอตัราการเจริญเติบโตทีÉดีมากทาํให้พืชแข็งแรงไม่อ่อนแอให้เชืÊอ
เขา้ทาํลายได ้ทัÊ งนีÊ พบว่า ผลผลิตนํÊ าหนักหัวสดเฉลีÉยแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัยิ Éง เมืÉอเปรียบเทียบ
วิธีการปลกู พบว่า ในสภาพทีÉมีเชืÊอสาเหตุโรคผสมอยูด่ว้ยกรรมวิธีต่าง ๆ พบว่าการปลกูแนวนอนให้
ผลผลิตสูงสุด 4.03±0.71 กิโลกรัมต่อตน้
 
อย่างไรก็ตามในสภาพทีÉไม่มีเชืÊอสาเหตุโรค (กรรมวิธี
ควบคุม) พบว่าการปลกูแนวตัÊ งให้ผลผลิตนํÊ าหนักหัวสดเฉลีÉยสูงสุด 6.80±0.35 กิโลกรัมต่อตน้ แต่
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การปลูกแนวตัÊ งร่วมกับการผสมเชืÊอสาเหตุโรคลงในดิน อัตราส่วน 1:100 ให้ผลผลิตตํÉาสุด 
2.63±0.21 กิโลกรัมต่อต้น แสดงว่าสภาพทีÉมีการระบาดของเชืÊอราสาเหตุโรควิธีการปลูกมีผลต่อ
ผลผลิตของมนัสาํปะหลงั ดงันัÊนในพืÊนทีÉทีÉไม่มีและมีการระบาดของโรคควรใชว้ิธีการปลูกแนวตัÊง
และแนวนอนตามลาํดบั สอดคลอ้งกบั การรายงานของ จาํลอง เจียมจาํนรรจา (2541) ทีÉรายงานว่า 
การปลกูแนวตัÊงใหผ้ลผลิตสูงกว่าการปลกูวางนอนถึง 20 เปอร์เซ็นต ์ซึÉงจากขอ้มลูนีÊ สามารถสรุปได้
ว่า การปลกูแนวนอนสามารถช่วยลดโรคตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงัได ้ 
3. นํา เ ชืÊ อ ร า ช นิ ด ทีÉ พ บ เ ป อ ร์ เ ซ็น ต์ สูง สุ ด  คื อ  เ ชืÊ อ ร า ใน สกุ ล  Lasiodiplodia แ ละ 
Neoscytalidium มาทาํการศึกษาทางลกัษณะสัณฐานวิทยาของเชืÊอราโดยศึกษาจากลกัษณะของ     
พิคนิเดีย (pycnidia) พาราไฟซิส (paraphysis) และโคนิเดีย (conidia) จากการศึกษาครัÊ งนีÊ สามารถ
แยกเชืÊอราสาเหตุโรคนีÊ ไดท้ัÊงหมด 33 ไอโซเลต ซึÉงแยกเป็น Lasiodiplodia spp. และ Neoscytalidium 
sp. จาํนวน 28 และ 5 ไอโซเลต ตามลาํดบั โดยแยกจากทุกส่วนของมนัสาํปะหลงัดว้ยวิธี tissue 
transplanting บนอาหาร WA และ HPDA ซึÉงกระตุน้ให้เชืÊอสร้างพิคนิเดียโดยเลีÊยงบนไมจิ้Êมฟัน     
ในอาหาร WA เก็บไวใ้นทีÉมืดสลบัแสงวนัละ12 ชั Éวโมง ทีÉอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
วนั สอดคลอ้งกบัวิธีการของ Latha et al. (2009); Marques et al. (2013); Machado (2012); Machado 
et al. (2014a), (2014b); Trakunyingcharoen et al. (2014) ซึÉงนาํเชืÊอราดงักล่าวเลีÊยงบน กิÉงของสน 
และ แกนขา้วโพด สามารถชกันาํใหเ้ชืÊอสร้างพิคนิเดียได ้นอกจากนีÊ อุดม ฟ้ารุ่งสางและคณะ (2548) 
รายงานว่า เชืÊอรา  Lasiodiplodia spp. สามารถเพาะเลีÊยงบนผลไมที้Éเป็นพืชอาศยัตามธรรมชาติ เช่น
บนผลกลว้ย ผลชมพูไ่ด ้โดยทิÊงไวจ้นผลไมมี้ลกัษณะเป็นมมัมีÉ คือผวิแหง้ แข็งและมีสีดาํ เชืÊอราจะมี
การสร้าง conidiomata และฝังตัวอยู่ในพืชอาศยัเพืÉอรอทีÉจะปล่อยโคนิเดียออกมาเมืÉอถึงเวลา            
ทีÉเหมาะสม อยา่งไรก็ตาม การศึกษาครัÊ งนีÊพบเชืÊอราบางไอโซเลตสามารถสร้างพิคนิเดีย บนอาหาร 
PDAS เป็นเวลา 14 วนัหลงัการยา้ยเชืÊอ ในการศึกษาเชืÊอราทัÊ ง 2 สกุลทางลกัษณะสัณฐานวิทยา
จาํเป็นตอ้งกระตุ้นให้เชืÊอราสร้างพิคนิเดีย โดยวิธีทีÉเหมาะสมในการกระตุน้คือ นาํมาเลีÊยงบนไม ้      
จิ ÊมฟันทีÉวางในอาหาร WA สามารถกระตุน้ให้เชืÊอราสร้างพิคนิเดียไดดี้ ส่วนการลองเติมชิÊนส่วน 
ของมนัสาํปะหลงัลงในอาหาร เช่นท่อนมนัสาํปะหลงั หรือ หัวมนัสาํปะหลงั ไม่เหมาะสาํหรับการ
เลีÊ ยงเชืÊอราชนิดนีÊ เพราะว่า ในขัÊนตอนการนึÉ งฆ่าเชืÊอชิÊนส่วนของมนัสําปะหลงัเนืÊอเยืÉอเปืÉ อยยุ่ย         
และใชร้ะยะเวลานานในการสร้างพิคนิเดีย หรือไม่สร้างเลย สาํหรับผลการศึกษาทางดา้นสัณฐาน
วิทยาครัÊ งนีÊ พบเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. มีลกัษณะโคนิเดียระยะอ่อน เซลลเ์ดียว ไม่มีสี รูปร่าง
ค่อนขา้งรีจนถึงกลม ปลายดา้นหนึÉ งกลมมน อีกดา้นสอบลงคลา้ยกรวย ระยะแก่ มีสีนํÊ าตาลเขม้ มี
ผนงัเซลลต์ามขวาง 1 ชัÊนตรงกลางแบ่งเป็น 2 เซลล ์มีรูปร่างรีคลา้ยไข่ ผนงัดา้นนอกหนา 2 ชัÊน และ
มีการสร้างเม็ดสีเมลลานินบนผิวเซลลด์า้นในเรียงตวัเป็นริÊ วในแนวยาว สอดคลอ้งกบั Latha et al. 
(2009); Marques et al. (2013); Machado (2012); Machado et al. (2014a), (2014b); Phillips et al. (2013); 
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Trakunyingcharoen et al. (2014); (2015a); (2015b) ในส่วนของเชืÊอรา Neoscytalidium sp. มีการ
สร้าง conidia 2 ลกัษณะ ไดแ้ก่ 1) อาร์โธโคนิเดีย เจริญบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ มีลกัษณะ ค่อนขา้งกลม
ปลายตัด เริÉ มแรก ใส ไม่มีสี ระยะแก่มีสีนํÊ าตาลเข้ม 1-2 เซลล์ เรียงต่อกันคลา้ยลูกโซ่ เรียกว่า 
Scytalidium-like conidia และ 2) โคนิเดีย อยูภ่ายในพิคนีเดีย โดยจะไม่สร้างบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ
โดยตรง แต่จะสร้างบนไมจิ้Êมฟัน หรือ บนผิวของพืชอาศยัเท่านัÊน มีลกัษณะ หัวทา้ยเรียว 3 เซลล ์
เซลลต์รงกลางทึบ เรียกว่า Fusicoccum-like conidia สอดคลอ้งกบั Machado, (2012); Machado et 
al. (2014a), (2014b); Phillips et al. (2013) เชืÊอรา Lasiodiplodia spp. และ Neoscytalidium sp. สามารถ
เจริญเต็มจานอาหารเลีÊยงเชืÊอในวนั 2-3 หลงัจากวางบนจานอาหาร โดยในวนัทีÉ 1-3 เชืÊอราจะมีเสน้ใย
สีขาวถึงสีเทา และ ในวนัทีÉ 3-4 พฒันาเป็นสีเป็นสีเขียวมะกอกดาํ ส่วนเชืÊอรา Neoscytalidium sp. มีสี
โคโลนีสีขาวเทาใน 2-3 วนัหลงัจากวางเชืÊอ และเปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาลดาํ บนอาหาร PDAS สอดคลอ้ง
กบัรายงานของ Phillips และคณะ (2013) รายงานว่าเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. บนอาหาร MEA 
สามารถเจริญเต็มจานอาหารเลีÊยงเชืÊอภายใน 2 วนั โดยในวนัแรกเชืÊอราสร้างเส้นใยเป็นสีขาวและ
เปลีÉยนสีเทาในวนัทีÉ 3 และมีสีโคโลนีเป็นสีเขียวมะกอกปนเทา (olivaceous-gray) หรือ สีเทาดาํ (iron 
gray) ส่วนในอาหาร PDA สามารถเจริญเต็มจานอาหารเลีÊยงเชืÊอภายใน 3 วนั ในวนัแรกเชืÊอราสร้าง
เสน้ใยเป็นสีขาวและเปลีÉยนสีเทา (smoke-gray) หลงัจากนัÊนจะมีสีโคโลนีสีเขียวเขม้ ทัÊ งนีÊ บางสปีชีร์ 
ทีÉอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จะมีการสร้าง pigment เป็นสีต่าง ๆ เช่น เชืÊอรา L. gonubiensis มีการ
สร้าง pigment สีแดง ส่วนเชืÊอรา L. gilanensis, L. parva และ L. psudotheobromae มีการสร้าง pigment 
สีชมพู เป็นตน้ ส่วนเชืÊอรา N. hyalinum และ N. novaehollandiae Phillips และคณะ (2013)ไดศึ้กษา
เลีÊยงบนอาหาร PDA พบว่า มีการเจริญเร็วสามารถเจริญเต็มจานอาหารเลีÊยงเชืÊอภายใน 2 วนั ในวนั
แรกเชืÊอราสร้างเสน้ใยเป็นสีขาวและเปลีÉยนสีเขียวเขม้ (greenish olivaceous) และ สีนํÊ าตาลเขม้ (dark 
brown) ในวนัทีÉ 3 หลงัจากนัÊ นเปลีÉยนเป็นสีดาํ โดยสีของโคโลนีเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. และ 
Neoscytalidium sp. แต่ละสปีชีร์จะมีสีและลกัษณะทีÉไม่แตกต่างกันบนอาหารเลีÊ ยงเชืÊอราชนิด
เดียวกนั ในการศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาของเชืÊอรา  Lasiodiplodia spp. และ Neoscytalidium sp. 
เพียงอย่างเดียวสามารถจัดจาํแนกความแตกต่างได้ในระดับสกุลเท่านัÊ น ไม่สามารถจาํแนกใน
ระดบัสปีชีร์ได ้เพราะมีความซบัซอ้น และใกลเ้คียงกันมาก จึงจาํเป็นตอ้งศึกษาร่วมกบั ลกัษณะ
ทางด้านชีวโมเลกุลและการวิเคราะห์สายสัมพนัธ์วิว ัฒนาการ ซึÉ งในอดีตการจัดจาํแนกความ
หลากหลายของเชืÊอราทัÊ ง  2 สกุล ยงัมีการศึกษาไม่แพร่หลาย แต่ในปัจจุบันมีการศึกษาเพิÉมเติม
มากมายทาํใหมี้การคน้พบสปีชีร์ใหม่เพิÉมมากขึÊน (Latha et al., 2009; Marques et al., 2013; Machado, 
2012; Machado et al., 2014a, 2014b; Phillips et al., 2013; Trakunyingcharoen et al., 2014; 2015a; 
2015b) นอกจากนีÊ  ยงัเป็นการยนืยนัว่า เชืÊอรา Lasiodiplodia และ Neoscytalidium ก่อโรคตน้และราก
เน่ามนัสาํปะหลงันอกเหนือจากเชืÊอรา Phytophthora spp. ทีÉกรมวิชาการเกษตรไดร้ายงานไวใ้นปี 2557 
 
 
 
 
 
 
 
 
96 
 
 4. ผลการยืนย ันชนิดเชืÊ อทัÊ ง 33 ไอโซเลต ด้วยวิธีการเพิÉมปริมาณชิÊนส่วนดีเอ็นเอ 
ดว้ย  universal primers  3 บริเวณ ไดแ้ก่ ITS1/ITS4 Ef1-688F/Ef1-1251R และ Bt2a/Bt2b มีขนาด
ของแถบดีเอน็เอประมาณ 550, 500 และ 470 bp ตามลาํดบั จากนัÊนนาํ PCR product ของเชืÊอราไอโซ-
เลตตวัแทนทีÉมีความสามารถในการเกิดโรครุนแรงจาํนวน 8 ไอโซเลต ไดแ้ก่ L6HRD, L11HSR2 
L12SHRD, L13SRTF, L18KBSH3, L20FHTB1, L27SRBT และ N3DTD2 มาเปรียบเทียบความ
คลา้ยคลึงกบัฐานขอ้มลู Genbank พบว่าบริเวณ EF1-α สามารถแยกความแตกต่างไดช้ดัเจนทีÉสุด ยงั
เป็นบริเวณทีÉสามารถเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงสูง  99-100 เปอร์เซ็นต์ ขณะทีÉบริเวณ ITS และ 
บริเวณ ßt สามารถจาํแนกเชืÊอราไดเ้พียงบางสปีชีร์ สามารถเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกนัถึง 92-100 
และ 84-100 เปอร์เซ็นตต์ามลาํดบั ซึÉงสอดคลอ้งกบั เบญจพล ศรีทองคาํ (2559) มลัลิกา มะกรวฒันะ 
(2557) และMachado et al. (2012) โดยพบว่าในบริเวณนีÊ  สามารถแยกความแตกต่างลาํดบันิวคลีโอ-
ไทด์ของเชืÊอราได้ดีทีÉสุด จากนัÊนนําขอ้มูลบริเวณ EF1-α ของเชืÊอราในสกุล  Lasiodiplodia และ 
Neoscytalidium มาจดัเรียงแนวความสัมพนัธ์ (multiple sequence alignment) ดว้ยโปรแกรม Clustal 
W และนาํขอ้มูลมาสร้างแผนภูมิวิวฒันาการ โดยโปรแกรม MEGA 6.0 ดว้ยวิธี NJ, UPGMA และ 
ML โดยกาํหนดค่า bootstrap analysis ใหมี้ค่าเท่ากบั 1000 พบว่า สามารถจาํแนกเชืÊอราสาเหตุโรคได ้
2 สกุล คือ เชืÊอรา Lasiodiplodia ประกอบดว้ย ไอโซเลต L6HRD, L11HSR2, L12SHRD, L13SRTF 
และ L27SRBT มีความใกล้ชิดกับเชืÊ อรา L. euphorbicola ทีÉ ระดับความค่าความเชืÉอมั ÉนทีÉ  86 
เปอร์เซ็นต์ ซึÉ งเป็นระดบัความเชืÉอมั Éนในระดับสูง ทัÊ งนีÊ ไอโซเลต L20FHTB1 มีความใกลชิ้ดกับ  
Lasiodiplodia sp. มีค่าความเชืÉอมั ÉนทีÉ 87 เปอร์เซ็นต์ เชืÊอราไอโซเลต L18KBSH3 มีความใกลชิ้ด L. 
theobromae มีค่าความเชืÉอมั ÉนทีÉ 81 เปอร์เซ็นต์ และ Neoscytalidium ประกอบด้วย ไอโซเลต 
N3DTD2 มีความใกลชิ้ดกบั N. dimidiatum มีค่าความเชืÉอมั ÉนทีÉ 71 เปอร์เซ็นต ์ซึÉงอยู่ในระดบัมีความ
เชืÉอมั Éนในระดบัปานกลาง และผลการวิเคราะห์ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลทัÊ ง 3 
บริเวณร่วมกับสร้างแผนภูมิวิวฒันาการ สามารถจาํแนกได้ โดยสามารถจาํแนกไดเ้ชืÊอราในสกุล 
Lasiodiplodia ได ้2 สปีชีร์ คือ L. theobromae 1 ไอโซเลต และ L. euphorbicola 6 ไอโซเลต สาํหรับ
ในสกุล Neoscytalidium จาํแนกได ้1 สปีชีร์ คือ N. hyalinum 1 ไอโซเลต สอดคลอ้งกบั Mchado และ
คณะ  (2014a) ทีÉรายงานว่าโรคหัวเน่าดาํมนัสําปะหลงัเกิดจากเชืÊอรา  L. psudotheobromae, L. 
euphorbicola และ N. dimidiatum นอกจากนีÊ ในปี 2012 Machado รายงานการคน้พบ สปีชีร์ใหม่ 
ของเชืÊอรา Lasidiplodia spp. ทีÉก่อโรคโคนและรากเน่าของสบู่ดาํ ในประเทศบราซิล โดยใช้
การศึกษาทางลกัษณะสณัฐานวิทยา การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มลู Genbank และ
การวิเคราะห์สายสัมพนัธ์วิวฒันาการร่วมกนั พบสปีชีร์ใหม่โดยรายงานเป็น Lasiodiplodia sp. 1 
และ Lasiodiplodia sp. 2 ซึÉงต่อมาในปี 2014 ยืนยนัเป็น เชืÊอรา L. euphorbicola และ Lasiodiplodia 
sp. 2 ต่อมายืนยนัเป็น L. jathophicola ซึÉ งเป็นการพบเป็นครัÊ งแรกของโลก นอกจากนีÊ ในปี 2013  
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Trakunyingcharoen และคณะรายงานการคน้พบ สปีชีร์ใหม่ ของเชืÊอรา Lasidiplodia spp. ทีÉก่อโรค
ขัÊ วผลและผลเน่าของมะม่วงในประเทศไทย  โดยใช้การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาร่วมกับ
เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มูล Genebank และการวิเคราะห์สายสัมพนัธ์วิวฒันาการ
ร่วมกนั พบสปีชีร์ใหม่โดยรายงานเป็น Lasiodiplodia sp. CPC 22795 ซึÉงต่อมาในปี 2015 ยืนยนัเป็น
เชืÊอรา L. thailandica ทัÊงนีÊ ในมนัสาํปะหลงัปัจจุบนัมีเพียงรายงานของ Machado และคณะ (2014a) 
เพียงฉบบัเดียวทีÉทาํการศึกษาโรคหัวเน่าดาํมนัสาํปะหลงัในประเทศบราซิล ทีÉศึกษาลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาร่วมกับเปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทด์กบัฐานขอ้มูล Genebank และวิเคราะห์สาย
สัมพนัธ์วิวฒันาการ โดยเชืÊอราทีÉเขา้ทาํลายก่อให้เกิดโรคหัวเน่าดาํ (cassava black root rot) คือ L. 
euphorbicola, L. psudotheobromae และ N. dimidiatum ทัÊงนีÊการยืนยนัเชืÊอสาเหตุโดยการนาํขอ้มูล
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์กบัฐานข้อมูล Genbank และการ
วิเคราะห์สายสมัพนัธว์ิวฒันาการร่วมกนัเพิÉมเติมจาํเป็นตอ้งทาํร่วมกนัเพืÉอยนืยนัชนิดของเชืÊอสาเหตุ
โรคไดอ้ยา่งแม่นยาํ  
5. จากการทดลองนีÊแนวทางการใชป้ระโยชน์ในอนาคต สามารถแนะนาํขอ้มลูของการระบุ
ชนิดเชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงัทีÉมีการยืนยนัแลว้ให้เกษตรกรใชต้รวจสอบ
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาในการตรวจสอบเชืÊอราสาเหตุโรคตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงัเบืÊองตน้ 
โรคดงักล่าวสามารถแพร่ระบาดพบทั Éวไปในท่อนพนัธุ์ทีÉกองไวห้รือตัดทิÊงไวใ้นแปลงเป็นระยะ
เวลานานเป็นแหล่งสะสมของเชืÊอสาเหตุโรค (กลุ่มอนุรักษ์นํÊ าและดิน 2545) ในปี 2526 ชาญ ถิรพร 
และกาํพล นรินทราพร รายงานว่าเมืÉอนาํตน้มนัสาํปะหลงัปลกูทนัทีพบว่า มีเปอร์เซ็นต์อยู่รอดสูงถึง 
95.79 เปอร์เซ็นต ์เมืÉอเก็บรักษาตน้พนัธุไ์วน้าน 30วนั มีเปอร์เซ็นตอ์ยูร่อด 83.52 เปอร์เซ็นต ์และเมืÉอ
เก็บไวน้าน 105 วนั มีเปอร์เซ็นตอ์ยูร่อดเพียง 28.86 เปอร์เซ็นต ์ดงันัÊนจึงไม่ควรเก็บตน้มนัสาํปะหลงั
กองไวใ้นแปลงเป็นระยะเวลานาน ไม่ควรเก็บนานเกิน 30 วนัก่อนนาํไปปลูก นอกจากนีÊ ในปี 2015 
Trakunyingcharoen และคณะ (2015b) ไดศึ้กษาและจดัจาํแนกเชืÊอรา Lasiodiplodia spp. ทีÉก่อให้เกิด
พืชในประเทศไทยพบว่านอกเหนือจาก L. theobromae ยงัพบสปีชีร์อืÉน คือ L. pseudotheobromae, L. 
gonubiensis และ L. thailandica ก่อใหเ้กิดโรคพืชหลายชนิด จึงควรหลีกเลีÉยงการปลูกมนัสาํปะหลงั
ในพืÊนทีÉปลกูเดียวกนัหรือใกลเ้คียงกบัพืชอาศยัอืÉนเพืÉอลดปริมาณการสะสมของเชืÊอสาเหตุโรคและ
ลดปริมาณการแพร่ระบาดของโรคตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงั ขอ้มลูจากการศึกษาครัÊ งนีÊ จะเป็น
ประโยชน์ต่อการป้องกันกาํจัดเชืÊอราสาเหตุโรคได้อย่างถูกต้อง เป็นการลดต้นทุนการผลิตมนั
สาํปะหลงั และสามารถนาํความรู้ทีÉไดม้าใชเ้ป็นขอ้มลูพืÊนฐานทีÉจะใชใ้นการป้องกนัการแพร่ระบาด
ของโรคตน้และรากเน่าดาํมนัสาํปะหลงัของในบางพืÊนปลูกประเทศไทย ทัÊ งนีÊ งานวิจยัครัÊ งนีÊ ยงัเป็น
การศึกษาเพียงพืÊนฐานของเชืÊอสาเหตุโรคเพียง 2 สกุลเท่านัÊน อีกทัÊงการทดลองนีÊ ใชว้ิธีดัÊ งเดิมในการ
ระบุเชืÊอราสาเหตุโรคซึÉ งใช้ระยะเวลานาน ในการวินิจฉัย ดังนัÊนใคร่ขอแนะนําให้มีการทาํวิจัย
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ต่อเนืÉองเพืÉอศึกษาเชืÊอชนิดอืÉน ๆ โดยวิธีทีÉมีความสะดวก รวดเร็ว และแม่นยาํ ในการตรวจสอบและ
วินิจฉยัเชืÊอสาเหตุโรค เช่น เทคนิค Real-time PCR เป็นตน้ นอกจากนีÊควรมีการศึกษาควบคุมโรคนีÊ
ดว้ยวิธีการต่าง ๆ เช่น การควบคุมโรคโดยวิธีเขตกรรม การใชส้ารเคมีทีÉถกูตอ้งและชีววิธีเพิÉมเติม 
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1. อาหารเลีย้งเช้ือรา  
1.1 Water Agar (WA)  
วุน้ผง (Agar)    18      กรัม  
น ้ำกลัน่หรือน ้ำกรอง   1,000 มิลลิลิตร  
ผสมวุน้ผงกบัน ้ ำกลัน่ หรือน ้ ำกรอง น ำไปตม้จนรวมเป็นเน้ือเดียวกนั แบ่งใส่ภำชนะ เพื่อ
น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด์/ตำรำงน้ิว หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียสนำน 15-20 
นำที  
1.2  Potato Dextrose Agar (PDA)  
มนัฝร่ัง     200 กรัม  
น ้ำตำล Dextrose หรือ Glucose  20   กรัม  
วุน้ผง (Agar)    18   กรัม  
น ้ำกลัน่หรือน ้ำกรอง   1,000 มิลลิลิตร  
หัน่มนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแลว้เป็นช้ินขนำดประมำณ 1 ลบ. ซม. ตม้กบัน ้ ำ 500 มิลลิลิตร จน
น่ิม กรองเอำเฉพำะน ้ ำสกดัผสม dextrose ทั้งหมดลงในน ้ ำสกดั น ำไปผสมกบัวุน้ผงท่ีตม้จนละลำย
แล้ว ด้วยน ้ ำส่วนท่ีเหลือ คนให้เข้ำกัน เติมน ้ ำให้ครบ 1 ลิตร แบ่งใส่ภำชนะเพื่อน ำเขำ้น่ึงฆ่ำเช้ือ
ภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด/์ต ำรำงน้ิว หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียสนำน 15-20 นำที  
2.  สารเคมีทีใ่ช้ในการศึกษาความแตกต่างทางชีวโมเลกุลของเช้ือรา 
2.1  1% Agarose gel (100 ml)  
Agarose gel    1.00 กรัม  
1x TBE Buffer    100  มิลลิลิตร  
2.2  1.5% Agarose gel (100 ml)  
Agarose gel    1.50 กรัม  
1x TBE Buffer    100  มิลลิลิตร  
2.3 TE Buffer (1000 ml)  
Tris-HCL    1.211 กรัม  
EDTA     9.306 กรัม  
ละลำยในน ้ำ DI ปรับ pH ใหเ้ท่ำกบั 8.0 ปรับปริมำตรใหค้รบ 1000 มิลลิลิตร เพื่อน ำไปน่ึง
ฆ่ำเช้ือภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด์/ตำรำงน้ิว หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียสนำน 15-20 นำที  
2.4 10x TBE Buffer (1000 ml)  
Tris base    108 กรัม  
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Boric acid    55  กรัม  
0.5 M EDTA    40 มิลลิลิตร  
เติมน ้ ำ DI ปรับ pH ให้เท่ำกบั 8.0 ปรับปริมำตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เพื่อน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือ
ภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด/์ตำรำงน้ิว หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียสนำน 15-20 นำที  
2.5  1x TBE Buffer (1000 ml)  
10x TBE Buffer   100 มิลลิลิตร  
น ้ำ DI น่ึงฆ่ำเช้ือ   900 มิลลิลิตร  
2.6  Extraction Buffer (100 ml)  
2% CTAP    2   กรัม  
5 M NaCl (1.4 M)   28 มิลลิลิตร  
0.5 M EDTA (20 mM)   4   มิลลิลิตร  
1 M Tris-HCL (100 mM)  10 มิลลิลิตร  
2- Mercaptoethonal (2%)  2   มิลลิลิตร  
น ้ำ DI น่ึงฆ่ำเช้ือ   54 มิลลิลิตร  
2.7  Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1)  
Chloroform    48 มิลลิลิตร  
Isoamyl alcohol    2 มิลลิลิตร  
2.8  70% ethanol  
2.9  Absolute ethanol  
Absolute ethanol แช่เยน็อยำ่งนอ้ย 30 นำที ก่อนน ำไปใช ้
3.  DNA size marker 
1 Kb DNA Ladder visualication by ethidium bromide 
staining on 1% agarose gel. Mass values are for 0.5 µg/lane 
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ขั้นตอนการวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์และการสร้างแผนภูมวิวิฒันาการ 
1. น ำล ำดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่ำงเช้ือรำในสกุล Lasiodiplodia และ Neoscytalidium ท่ี
ได้จำกกำรทดลองและจำกฐำนข้อมูล Genbank ท่ีมีควำมใกล้เคียงกับตัวอย่ำง มำจัดเรียงแนว
ควำมสัมพนัธ์ (multiple sequence aliment) ดว้ยโปรแกรม Clustal W ดงัแสดงในภำพภำคผนวกท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่1  Multiple sequence aliment ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่ำงเช้ือรำในสกุล 
Lasiodiplodia และ Neoscytalidium ท่ีได้จำกกำรทดลองและจำกฐำนข้อมูล 
Genbank 
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2. วเิครำะห์ขอ้มูลท่ีไดโ้ดยกำร สร้ำงแผนภูมิวิวฒันำกำรตน้ไม ้ดว้ยโปรแกรม MEGA 6 ดงั
แสดงในภำพภำคผนวกท่ี 2 ก ำหนดค่ำควำมเช่ือมั่น (bootstrap analysis) ให้มีค่ำเท่ำกับ 1000 ดัง
แสดงในภำพภำคผนวกท่ี 3 (B) ปรำกฏแผนภูมิววิฒันำกำร ดงัแสดงในภำพภำคผนวกท่ี 3 (C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่2 วิเครำะห์ขอ้มูลล ำดบันิวคลีโอไทด์และ สร้ำงแผนภูมิวิวฒันำกำรตน้ไม้ ด้วย
โปรแกรม MEGA 6  
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ภาพภาคผนวกที ่3 ลักษณะของหัวมันส ำปะหลังท่ีหลังป ลูก เช้ือ เป็น เวลำ 7 วันในสภำพ
ห้องปฏิบติักำร แสดงอำกำรหัวเน่ำช ้ ำ เน้ือเยื่อยุบตวัลง บริเวณปลูกเช้ือเน้ือเยื่อ
เปล่ียนสีเป็นน ้ ำตำลด ำถึงด ำและแหง้ ส่วนบริเวณรอบๆเปล่ียนสีเป็นเหลืองถึงสี
น ้ำตำล เปลือกชั้นนอกและเปลือกชั้นในแยกแตกและออกจำกกนั (A) ไอโซเลต 
L11HSR2 (B) ไอโซเลต L20FHTB1 (C) ไอโซเลต L12SHRD และ L27SRBT 
(D) ไอโซเลต L22HRW (E) ไอโซเลต L13SRTF L17STRB และ L19KBSH2 
(F) ไ อ โซ เล ต  L6HRD (G)ไ อ โซ เล ต  L8HDBB, L21SRE L25SRC แ ล ะ 
L28SBB (H) ไอโซเลต L2SHSR1 , L3BSR และ L24HRWH  (I) ไอโซเลต 
L1STRM ,L9STR2 แ ล ะ  N1SRTTC (J) ไ อ โซ เล ต  L10BBLB, L16BLSR, 
L18KBSH3 N2SHCA แ ล ะ  N4BBPM (K) ไอ โซ เล ต  L4STR1, L7STRW, 
L26HRWB, N3DTD2 และ N5STRST (L) ไอโซเลต L5KBSH1 (M) ไอโซเลต 
L15HDBB และ L14LSR (N) ไอโซเลต L23STWH (O) หัวมันส ำปะหลังท่ี
ไม่ไดท้  ำกำรปลูกเช้ือ (Control) ไม่แสดงอำกำรของโรค 
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ภาพภาคผนวกที่ 4   ลกัษณะของท่อนพนัธ์ุมนัส ำปะหลงัหลงัปลูกเช้ือเป็นเวลำ 15 วนัในสภำพ
ห้องปฏิบติักำร แสดงอำกำรเน้ือเยื่อบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนสีเป็นสีน ้ ำตำล
รอบๆบริเวณท่ีปลูกเช้ือ เม่ือผ่ำตำมแนวยำว พบเน้ือเยื่อบริเวณแกนกลำงล ำตน้ 
ถูกท ำลำยเปล่ียนเป็นสีด ำ เทำ และน ้ ำตำล แตกต่ำงกนัไปในแต่ละไอโซเลต (A) 
ไอโซเลต L11HSR2 (B) ไอโซเลต L3BSR, L12SHRD, N1SRTTC, N3DTD2 
และ N4BBPM (C) ไอโซเลต L4STR1 (D) ไอโซเลต L14LSR L21SRE และ 
L27SRBT (E) ไอโซเลต L9STR2 และ L15HDBB (F) ไอโซเลต L2SHSR1 
L13SRTF และ N5STRST (G) ไอโซเลต N2SHCA (H) ไอโซเลต L1STRM (I) 
ไอโซเลต L10BBLB (J) ไอโซเลต L24HRWH (K) ไอโซเลต L8HDBB และ 
L22HRW (L) ไอโซเลต L17STRB และ  L23STWH (M) ไอโซเลต L6HRD  
L7STRW และ L20FHTB1 (N) ไอโซเลต L5KBSH1 L19KBSH2 และ L28SBB 
(O) ไอโซเลต L18KBSH3 (P) ท่อนมันส ำปะหลังท่ีไม่ได้ท  ำกำรปลูกเช้ือ 
(Control) ไม่แสดงอำกำรของโรค 
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ภาพภาคผนวกที่ 5  ลักษณะของท่อนพนัธ์ุมนัส ำปะหลังหลงัปลูกเช้ือเป็นเวลำ 45 วนัในสภำพ
โรงเรือน แสดงอำกำรตน้แห้งตำย ไม่เจริญเติบโต เจริญเติบโตชำ้ เน้ือเยื่อบริเวณ
ใตเ้ปลือกเปล่ียนเป็นสีน ้ ำตำล เม่ือผำ่ตำมแนวยำว พบเน้ือเยื่อบริเวณแกนกลำงล ำ
ต้น และบริเวณเน้ือไม้ถูกท ำลำย เปล่ียนเป็นสีน ้ ำตำลด ำแตกต่ำงกันในแต่ละ       
ไอโซเลต (A) ไอโซเลต L11HSR2 และ N1SRTTC (B) ไอโซเลต L2SHSR1 (C) 
ไอโซ เลต  L1STRM L3BSR และ  N3DTD2 (D) ไอโซ เลต  L7STRW แ ล ะ 
N4BBPM (E) ไอโซเลต L6HRD (F) ไอโซเลต N5STRST (G) ไอโซเลต L9STR2 
(H) ไอโซเลตL12SHRD (I) ไอโซเลต L13SRTF และ N2SHCA (J) ไอโซเลต 
L19KBSH2 (K) ไอโซเลต L8HDBB  (L) ไอโซเลต L20FHTB1 (M) ไอโซเลต 
L18KBSH3 (N) ไ อ โ ซ เล ต  L14LSR (O) ไ อ โ ซ เล ต  L4STR1 L10BBLB 
L15HDBB L21SRE และ  L23STWH (P) ไอโซ เลต  L17STRB (Q) ไอโซ เลต 
L22HRW (R) ไอโซเลต L5KBSH1 L16BLSR L24HRWH L25SRC L26HRWB 
L27SRBT และ L28SBB (S) ท่อนมนัส ำปะหลงัท่ีไม่ไดท้  ำกำรปลูกเช้ือ (Control) 
ไม่แสดงอำกำรของโรค 
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ภาพภาคผนวกที ่6  แสดงลกัษณะของหัวมนัส ำปะหลงัโดยปลูกแนวตั้ง (A) กรรมวิธีควบคุม (B) 
ปลูกเช้ือด้วยการแช่ท่อนพนัธ์ุในสำรแขวนลอยของเส้นใยเช้ือรำ (C) ปลูกเช้ือ
ดว้ยไมจ้ิ้มฟัน (D) ผสมเช้ือลงในดินก่อนปลูกดว้ยอตัรำส่วน 1:100 (E) ผสมเช้ือ
ลงในดินก่อนปลูกอตัรำส่วน 1:1,000 (F) ผสมเช้ือลงในดินก่อนปลูกอตัรำส่วน 
1:10,000  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่8  แสดงลกัษณะของหวัมนัส ำปะหลงัโดยปลูกแนวนอน (A) กรรมวิธีควบคุม (B) 
ปลูกเช้ือดว้ยกำรแช่ท่อนพนัธ์ุในสำรแขวนลอยของเส้นใยเช้ือรำ (C) ปลูกเช้ือ
ดว้ยไมจ้ิ้มฟัน (D) ผสมเช้ือลงในดินก่อนปลูกดว้ยอตัรำส่วน 1:100 (E) ผสมเช้ือ
ลงในดินก่อนปลูกอตัรำส่วน 1:1,000 (F) ผสมเช้ือลงในดินก่อนปลูกอตัรำส่วน 
1:10,000  
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ภาคผนวก ง 
ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลโีอไทด์ของเช้ือ Lasiodiplodia spp. และ Neoscytalidium 
sp. บริเวณ  Internal Transcribed Spacer regions1 and 2 including the 5.8S rRNA 
gene (ITS), Translation elongation factor 1-alpha gene (EF1-α) และ beta -tubulin 
(ßt) โดยใช้ฐานข้อมูล Genbank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) 
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Sequence ID: gb| KT325568.1|Length: 532 Number of Matches: 1 Lasiodiplodia euphorbicola 
strain CMM4473 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S 
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่7 แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของเช้ือ L. euphorbicola 
ไอโซเลต  CMM4473 กบัเช้ือรำ L. euphorbicola ไอโซเลต L11HSR2 ท่ีแยกได้
จำกมนัส ำปะหลงั 
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Sequence ID: gb|KT325581.1|Length: 515 Number of Matches: 1 Lasiodiplodia euphorbicola 
strain CMM4473 translation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 
 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่8 แสดงผลกำรเปรียบเที ยบล ำดับนิวคลีโอไทด์บ ริ เวณ  EF1-α ของเช้ือ L. 
euphorbicola ไอโซเลต CMM4473 กบัเช้ือรำ L. euphorbicola ไอโซเลต L6HRD 
ท่ีแยกไดจ้ำกมนัส ำปะหลงั 
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Sequence ID: gb|KM4 0 1 9 7 1 .1|Length: 521 Number of Matches: 1 Lasiodiplodia theobromae 
strain LA-SOL1 elongation factor 1-alpha gene, partial cds 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่9 แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  EF1-α ของเช้ือ L. 
theobromae ไอโซ เลต  LA-SOL1 กับ เช้ื อ รำ L. theobromae ไอโซ เลต  L18 
KBSH3 ท่ีแยกไดจ้ำกมนัส ำปะหลงั 
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Sequence ID: gb| GQ471779.1|Length: 749 Number of Matches: 1 Lasiodiplodia sp. CBS 125262 
isolate CMW26710 elongation factor 1-alpha gene, partial sequence 
 
 
ภาพภาคผนวกที ่10 แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์บ ริเวณ  EF1-α ของเช้ือ 
Lasiodiplodia sp. ไอโซเลต CBS 125262 กบัเช้ือรำ Lasiodiplodia ไอโซเลต 
L20FHTB1 ท่ีแยกไดจ้ำกมนัส ำปะหลงั 
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Sequence ID: gb| KF553902 .1|Length: 737 Number of Matches: 1  Neoscytalidium dimidiatum 
strain 282 translation elongation factor 1-alpha gene, partial cds 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่  11 แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  EF1-α ของเช้ือ N. 
dimidiatum ไอโซเลต 282 กับเช้ือรำ N. dimidiatum ไอโซเลต N3DTD2 ท่ี
แยกไดจ้ำกมนัส ำปะหลงั 
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Sequence ID: gb| KF254926.1|Length: 417 Number of Matches: 1 Lasiodiplodia euphorbicola 
strain CMM3609 beta-tubulin gene, partial cds 
 
 
 
ภาพภาคผนวกที่  12 แสดงผลกำรเป รียบ เทียบล ำดับ นิวคลีโอไทด์บ ริเวณ  ßt ของเช้ือ  L. 
euphorbicola ไอโซ เลต CMM3609 กับ เช้ือรำ L. euphorbicola ไอโซเลต 
L6HRD ท่ีแยกไดจ้ำกมนัส ำปะหลงั 
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 L6HRD
 L27SRBT
 L13SRTF
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM4473
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM3973
 L12SHRD
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM4018
 L11HRS2
 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain CMM4475
 Lasiodiplodia pseudotheobromae CPC22758
 Lasiodiplodia pseudotheobromae CMM3894
 Lasiodiplodia parva CBS456.78
 Lasiodiplodia parva CBS495.78
 Lasiodiplodia jatrophicola CMM3610
 Lasiodiplodia thailandica CPC22795
 Lasiodiplodia sp. CBS 125262
 L20FHTB1
 Lasiodiplodia theobromae CMM3612
 L18KBSH3
 Lasiodiplodia theobromae strain LA-SOL1
 Lasiodiplodia theobromae strain CMM4499
 Lasiodiplodia theobromae strain CBS111530
 Lasiodiplodia theobromae strain CMM4513
 Lasiodiplodia rubropurpurea WAC12536
 Lasiodiplodia gonubiensis CBS 115812
 Diplodia mutila CBS 112553
 Diplodia seriata CBS 112555
 Neoscytalidium novaehollandiae CBS122610
 Neoscytalidium dimidiatum CMM3895
 Neoscytalidium dimidiatum CMM4022
 N3DTD2
 Pseudofusicoccum adansoniae B0122
76
96
88
83
87
85
70
82
62
68
100
75
69
94
99
43
100
99
0.000.050.100.150.200.25  
 
ภาพภาคผนวกที่ 13 แผนภูมิวิวฒันำกำร (phylogenetic tree)ของเช้ือรำสำเหตุโรคล ำตน้และรำกเน่ำ
ด ำมนัส ำปะหลงั ท่ีไดจ้ำกกำรวิเครำะห์ล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ elongation  
factor 1-alpha (EF1-α) ดว้ยวิธี UPGMA ดว้ยโปรแกรม MEGA 6.0 ก ำหนดค่ำ 
bootstrap analysis ใหมี้ค่ำเท่ำกบั 1000 
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 L11HSR2
 L12SHRD
 L6HRD
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM3973
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM4018
 Lasiodiplodia euphorbicola CMM4473
 L13SRTF
 L27SRBT
 Lasiodiplodia parva CBS456.78
 Lasiodiplodia parva CBS495.78
 Lasiodiplodia pseudotheobromae CPC22758
 Lasiodiplodia pseudotheobromae CMM3894
 Lasiodiplodia pseudotheobromae strain CMM4475
 Lasiodiplodia sp. CBS 125262
 L20FHTB1
 Lasiodiplodia jatrophicola CMM3610
 Lasiodiplodia thailandica CPC22795
 Lasiodiplodia theobromae strain CBS111530
 Lasiodiplodia theobromae strain LA-SOL1
 Lasiodiplodia theobromae strain CMM4513
 Lasiodiplodia theobromae CMM3612
 Lasiodiplodia theobromae strain CMM4499
 L18KBSH3
 Lasiodiplodia rubropurpurea WAC12536
 Lasiodiplodia gonubiensis CBS 115812
 Diplodia mutila CBS 112553
 Diplodia seriata CBS 112555
 Neoscytalidium novaehollandiae CBS122610
 Neoscytalidium dimidiatum CMM3895
 Neoscytalidium dimidiatum CMM4022
 N3DTD2
 Pseudofusicoccum adansoniae B0122
73
81
99
93
89
56
77
93
87
94
85
92
89
23
0.05  
ภาพภาคผนวกที่ 14 แผนภูมิวิวฒันำกำร (phylogenetic tree)ของเช้ือรำสำเหตุโรคล ำตน้และรำกเน่ำ
ด ำมนัส ำปะหลงั ท่ีได้จำกกำรวิเครำะห์ล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ elongation  
factor 1-alpha (EF1-α) ด้วยวิ ธี  Maximum likelihood (ML) ด้วยโปรแกรม 
MEGA 6.0 ก ำหนดค่ำ bootstrap analysis ใหมี้ค่ำเท่ำกบั 1000 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประวัติผู้เขียน 
 
นางสาวสุทธิสา ดชันีย ์เกิดเมืÉอวนัทีÉ 30 มกราคม พ.ศ. 2532 ณ อาํเภอเมือง จงัหวดัชยัภูมิ ได้
สํา เ ร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  (เกษตรศาสตร์) เ กียรตินิยมอันดับ 2  
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม เมืÉอปี พ.ศ. 2555 โดยระหว่าง
การศึกษาไดรั้บทุน 
ในปี พ.ศ. 2556 ไดเ้ขา้ศึกษาต่อระดบัปริญญามหาบณัฑิต สาขาวิชาพืชศาสตร์ สาํนักวิชา
เทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยระหว่างการศึกษาไดรั้บทุนผูช่้วยสอน
และผูช่้วยวิจยั และทุนวิจยัจากแหล่งทุนภายนอก 
 
 
 
 
 
 
 
 
